











Uber den Einflub einiger iuberer Faktoren 
auf die Perspiratio insensibilis. 


Von 
A. van Harreveld, B. W. Grutterink und A. K. M. Noyons, 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht. 
(Eingegangen am 25. Juni 1935.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


Einleitung'. 


Unter Perspiratio insensibilis (P. 1.) versteht man den Gewichts- 
verlust, den Mensch und Tier ununterbrochen erleiden, ohne direkte 
Sichtbarkeit des Stoffes, welcher verloren geht. Dieser unmerkliche 
Gewichtsverlust (P. 1.) besteht normalerweise aus zwei Teilen. Der 
yréBte Teil wird vom Wasser gebildet, das in Dampfform durch die Haut 
und die Lungen abgegeben wird, ein kleinerer Teil durch den Gewichts- 
unterschied zwischen der in der Zeiteinheit abgegebenen Menge Koblen- 
siure und dem gleichzeitig aufgenommenen Sauerstoff. 

Schon zu Beginn des 17. Jahrhunderts wurde durch Sanctorius die 
P. 1. bestimmt und war seither immer wieder Gegenstand der Untersuchung. 
Seit Benedict (1) (2) (3) (4) (5), zum Teil mit seinem Mitarbeiter Root, Argu 
mente zusammengetragen hat fiir eine einfache, geradlinige Beziehung 
zwischen der GréBe des Stoffwechsels (M) und der P. L. hat diese noch mehr 
das Interesse der Forschung auf sich gezogen. Da die P. I. in relativ eim 
facher Weise festgestellt werden kann, so hatte man mit ihrer Messung eine 
sehr bequeme Methode um die Grobe des M. zu bestimmen. Nach Benedict 
und Root haben auch andere Untersucher versucht, eine Beziehung zwischen 
M. und P. 1. zu finden |Schwenckenbecher (6), Heller und Schwarz (7) (8), Jores 
(9), Laszlo und Schiirmeyer (10)|. Im allgemeinen fanden diese Autoren zwar 
eine Beziehung zwischen M. und P. 1., doch waren die Abweichungen ent- 
weder sehr groB oder war die Beziehung anders als sie Benedict und Root 
angaben, so z. B. bei Heller und Schwarz. Es hat daher den Anschein, als 
ob aus der Messung der P. I. die GréBe des M. naherungsweise festzustellen 
sei. Soll eine solche indirekte Methode aber eine praktische Verwendung 
finden, dann diirfen &uBere Faktoren auf die P. 1. keinen Einflu® ausiiben. 
Es sind besonders zwei Faktoren, von welehen man erwarten kénnte, dats 
sie die GréBe der P. I. beeinflussen, namlich die Temperatur und die Wasser- 
dampfsattigung der die Versuchsperson (V.P.) umgebenden Luft. Die 
Forscher, welche in den letzten Jahren den Einflu8 der Temperatur und 
Feuchtigkeit der umgebenden Luft untersuchten und die P. 1. durch Wagung 
des Ko6rpergewichts bestimmten, schlagen den Einfluf dieser Faktoren 

' Wir werden folgende Abkiirzungen verwenden: Perspiratio insen- 
sibilis: P.1.; Stoffwechsel: M.; Versuchsperson: V. P.; Lufttemperatur: 
L. T.: Luftfeuchtigkeit: L. F.; Bahre, Kissen und Matratze: B. K. M. 
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nicht hoch an. Benedict und Root fanden die P. 1. bei Mannern bei ein: 
Lufttemperatur (L. T.) von 26° nur wenig héher als bei 16°. Bei M.-Unte: 
suchungen an einer Gruppe von 12- bis 17jahrigen Madchen, deren P. | 
wahrend der Nacht untersucht wurde, fanden diese Autoren geringe Unte 
schiede in der Luftfeuchtigkeit (L. F.) ohne EinfluB8 auf die P. 1.) Zun 
selben SchluB kamen Meyer (12) und Heller (13). Auch De Rudder (14 
konnte bei Sauglingen keinen EinfluB der L. F. auf die P. I. nachweise: 


Bei der Messung der P. I. bei bestimmten unterschiedlichen Temperature: 


und Feuchtigkeitsgraden konnte ein deutlicher EinfluB nicht ermittel: 
werden. 


Mit den eben besprochenen Untersuchungen, bei welchen die P. | 
durch Wagung des Kérpergewichts bestimmt wurde, kann man eine zweit: 
Gruppe Untersuchungen vergleichen, deren Zweck die Messung der ge 
samten Fliissigkeitsabgabe des Korpers, der Haut sowohl als der Lunge: 
war. Da die P. 1. zum gr6Bten Teil [nach Benedict und Benedict (15) zu 
87',°,| aus Fliissigkeit besteht, so ist ein Vergleich dieser Unter 
suchungsgruppen zulassig. Die Untersuchungen wurden in Respirations 
kammern angestellt, welche mit einem konstanten Luftstrom durchstrémt 
wurden. Die Zunahme der L. F. wurde wahrend des Vorbeistreichen- 
an der Versuchsperson gemessen und hieraus die GréBe der abgegebenen 
Wassermenge bestimmt. Dieser Methode haftet die Méglichkeit von Fehle1 
quellen an {Heller (16)|. Fliissigkeit kann an den kalteren Teilen dei 
Apparatur niedergeschlagen werden, die Kammer kann durch Hygroskopizi 
tat Feuchtigkeit aufnehmen oder abgeben. Auch mit dieser Arbeitsweise 
ist man dem EinfluB von L. T. und L. F. nachgegangen und ist zu mehr ode 
weniger widersprechenden Ergebnissen gekommen. Rubner (17) bestimmt: 
den totalen extrarenalen Fliissigkeitsverlust bei Tieren und fand, daB Meer 
schweinchen bei 15° ein Minimum von Fliissigkeit abgeben. Sowohl bei 
Erniedrigung wie bei Erhéhung der L. T. nahm die Fliissigkeitsabgabe zu 
Bei einem Hunde sah Rubner durch Erhéhung der L. T. von 7 bis 14'/," 
den Fliissigkeitsverlust stark steigen, wahrend bei weiterer Temperatu 
erhéhung bis zu 25° die Wasserabgabe nur wenig zunahm. Die relative 
Feuchtigkeit hat besonders bei dem niichternen Hund und beim Meet 
schweinchen einen sehr groBen EinfluB; schon geringe Anderungen de: 
L. F. waren von Einflu®B auf die Wasserabgabe der Tiere, Wolpert (18) fand 
beim ruhenden Menschen, dali eine Erhéhung der Temperatur von 20 aut 
25,7" bei einem nur geringen Untersehied in der L. F. (20 und 26°) die 
extrarenale Wasserabgabe mehr als verdoppelte. Rubner und Lewaschew (19) 
sahen beim ruhenden Menschen die Wasserabgabe durch eine Zunahme det 
L.T. von 15 bis 25° stark zunehmen, in trockener Luft (5 bis 8 °,) ungefalhn 
verdoppeln, in feuchter Luft (81 bis 89°.) wurde bei 25° fast dreimal sovie! 
Wasser extrarenal ausgeschieden als bei 15°. Auch die Unterschiede de: 
abgegebenen Wassermenge bei verschiedener L. F., aber konstanter L. 'T 
waren sehr groB. Bei 20,4° und 5° L. F. wurde nach Rubner und Lewascheu 
mehr als dreimal so viel Wasser abgegeben als bei einer L. F. von 92% und 
derselben L. T. Auch fiir den Menschen fanden diese Forscher ein Minimum 
des Fliissigkeitsverlustes bei 15°. Broden und Wolpert (20) endlich fanden 
bei 20 bis 22° einen bedeutenden EinfluB der L. F. auf die extrarenale 
Wasserabgabe. Eine dritte Gruppe von Untersuchungen, die dem Einflul 
atmospharischer Faktoren nachgingen, bestimmten die Fliissigkeitsabgabe 
durch die Haut allein. Diese Untersuchungen fiihrte man meistens so aus, 
da8B man einen Teil des K6rpers in einen gut abgeschlossenen Raum brachte. 
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velcher durch einen Luftstrom durehstr6émt wurde. Aus der Zunahme der 
_F. wurde die abgegebene Menge Wasser berechnet. Aut diese Weise ist 
B. Schwenckenbecher bei der Messung der Wasserabgabe der gesamten 
Haut mit Ausnahme der Kopfhaut vorgegangen. Erisman mal so die 
Wasserabgabe der Armhaut und Assunta Vasti die eines Hautstiickes von 
nur 20 gem. Man kann aus solchen Untersuchungen keinen SchluB auf die 
P. 1. ziehen. Trotzdem kann man aus den Veranderungen der Wasser 
abgabe bei verschiedenen atmospharischen Umstanden, auch wenn nur ein 
leil der Gesamtwasserabgabe gemessen wurde, Aufklarung iiber das Wirken 
von L. T. und L. F. auf die P. I. erhalten. So fand Erisman (21), der die 
Wasserabgabe des Armes mal, emen starken Einflu®® der L. F., der gréBer 
war als der EinfluB der L.T. Nuttal (22) dagegen sah keinen EinfluB der 
L. F. (relativ zwischen 12 und 63°.) und der Wasserabgabe der ganzen 
Haut mit Ausnahme der Kopfhaut. Er stellte seine Messungen bei ziemlich 
hohen L. T. (27 bis 30°) an. Willibrand (23) sah eine ziemlich gleichmaBige 
Steigerung der Hautwasserabgabe mit Erhéhung der L. T. von 12 bis 30°. 
Er fand eine Abnahme der Hautwasserabgabe bei Zunahme der L. F. 
Demgegeniiber steht wiederum die Meinung von Schwenckenbecher (24), dab 
die relative L. F., nicht zu groBe Schwankungen vorausgesetzt, keinen 
EinfluB auf die Wasserabgabe der Haut hat. Loewy und Wechselmann (25) (26). 
die die Fliissigkeitsabgabe bei normalen Menschen, aber auch bei Menschen 
mit Aplasie der SchweiB- und Talgdriisen untersuchten, fanden keinen 
Parallelismus zwischen der Wasserabgabe von Fu® und Unterschenkel und 
der L. T. MWoog (27) (28) berichtet iiber die merkwiirdige Erscheinung, dab 
bei 25° und bei 65 bis 70°, L. F. durch die Haut mehr Wasser abgegeben 
wurde als bei 25° und einer L. F. von nur 27 bis 38°,. Bei etwa der Hialfte 
seiner V. P. stieg der Wasserverlust deutlich mit der L. T. (von 17 bis 28°), 
bei den anderen war die L. T. ohne EinfluBs. Galeotti und Macri (29) wiederum 
sahen eine starke Abhiaingigkeit der Wasserabgabe eines kleinen Hautgebietes 
von der L. T. Assunta Vasti (30) endlich meint behaupten zu kénnen, dats 
die Wasserabgabe bei einer relativen L. F. von 70°, ein Minimum hat. 
SchheBlich wollen wir noch auf eine vierte Gruppe von Untersuchungen 
hinweisen, welche ebenfalls den Einfluls atmospharischer Faktoren aut die 
P. 1. beriieksichtigten und in denen die Wasserabgabe dureh die Lungen 
studiert wurde. Seit den Untersuchungen von Galeotti (31) wissen wir, dab 
die Ausatmungsluft nicht erst bei 37° total mit Wasserdampf gesattigt ist. 
Loewy und Gerharz (32) (33) fanden, daBBS die Ausatmungsluft nur eine 
Temperatur von 32,5 bis 34° hat und bei dieser Temperatur nahezu_ voll- 
stiindig mit Wasserdampf gesittigt ist. Zur selben Ansicht kamen spéater 
auch Galeotti und Mitarbeiter, sowie Liljestrand und Sahlstedt (34). Die 
Temperatur und damit auch der absolute Feuchtigkeitsgrad der Ausatmungs- 
luft wechseln ein wenig mit der Temperatur der Einatmungsluft. Wenn 
aber Luft von gleicher Temperatur, aber verschiedenen Feuchtigkeitsgrades 
eingeatmet wird und diese die Lunge mit gleicher Temperatur und gleichem 
Feuchtigkeitsgrad verlassen, dann miiBte man eigentlich eine differente 
Fliissigkeitsabgabe durch die Lunge in diesen verschiedenen Atmospharen 
erwarten. Gleiches gilt natiirlich auch fiir das Einatmen von Luft ver- 


~chiedener Temperatur, doch gleichen Fliissigkeitsgehaltes. Man mui} daher 
erwarten, daB die P. 1. beeinfluBt werden kann durch Unterschiede in der 


Wasserabgabe der Lungen, ein konstantes Atemvolumen vorausgesetzt. 
s . oe * ° mn . . 

Aus der Ubersicht iiber den EinfluB von L. T. und L. F. auf die P. 1. 

geht deutlich hervor, daB hier Meinung hart gegen Meinung steht. Das 
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geht so weit, dal man sowohl die Meinung findet, die atmospharische; 
Faktoren hatten sehr groBen EimfluB auf die Wasserabgabe, wie da 
Gegenteil. Sicherlich ist dieser Streit zum gréBten Teil begriindet in de: 
Versuchstechnik und deren Fehlern. 

Diese Umstande bewogen uns, das Problem eines Zusammenhang 
zwischen P. I. und auBeren atmospharischen Faktoren nochmals experi 
mentell anzugehen. 

Im Hinblick auf die nach Benedict und Root zu ecwartende einfach: 
Beziehung zwischen P. I. und M. haben wir beide gleichzeitig untersucht 
Zur Messung der P. I. wahlten wir als die genaueste Methode das Ver 
fahren der kurzen Wagperiode mittels empfindlicher Waage. Die gleich, 
zeitig erhaltenen M.-Werte erlaubten uns, den EinfluB von M.-Anderungen 
auf die P. I. kennen zu lernen und erméglichten uns die Beziehung vor 
M. und P. 1. unter verschiedenen atmospharischen Umstanden zu 
studieren. Wir haben unsere Versuche so eingerichtet, daB die die V. P 
umgebende Luft inbezug auf T. und F. nach Wunsch kiinstlich reguliert 
und geniigend lang konstant gehalten werden konnte. 


Methodik. 

Wir lieBen die V. P. dieselbe Luft, die sie umgab, auch einatmen 
Wir haben daher die V. P. in eine Respirationskammer gebracht und 
sie in dieser gewogen. Den M. bestimmten wir aus den Veranderungen 
des Luftstroms, der durch die Respirationskammer strémte. 


Unsere Versuchsanordnung bestand aus drei Teilen: a) der Vorrichtung 
zur Bestimmung von M.; b) die Gerate zur Bestimmung der P. I.: ©) die 
CGerite zur Messung und zum Konstanthalten von L. T. und L. F. 


a) Die Bestimmung des Stoffwechsels 


Zur Bestimmung des M. verwendeten wir eine Respirationskammer, 
die yon Noyons erbaut wurde und die in unserem Laboratorium schon seit 
Jahren in Gebrauch ist. Diese Respirationskammer wird an anderer Stelle 
ausfiihrlich beschrieben werden, hier sei nur das N6étigste angefiihrt. Die 
Kammer ist ein aus Metall und Glas gefertigter Kasten, 1,95 m lang, 0,65 m 
breit und faBt 591 Liter. In diesen Kasten wird die V. P. hineingeschoben, 
auf einer Bahre liegend, welche auf Rollen in einer am Boden des Kastens 
angebrachten Schiene lauft. Die Héhe der Kammer betragt am Kopfende 





0.65 m, am FuBende 0,45 m. Die Riickwand am Kopfende ist als Tiir aus Ab 
gebildet und kann nach dem Einbringen der Versuchsperson hermetisch Pu 
geschlossen werden. Durch diese Kammer wird nun ein konstanter Luft 

strom frischer Luft 2100 Liter pro Stunde durchgefiihrt, welcher beim Ab 
Kopfende eintritt und beim FuBende die Kammer wieder verlaBt. Aus 1¢ 
diesem Luftstrom nimmt die V. P. ihren Sauerstoff und gibt an ihn Kohlen bs 
saiure ab. Nach einer sehr langen Durchstr6mungszeit wird die V. P. an den m 
Luftstrom pro Zeiteinheit genau so viel Kohlensaéure abgeben, als durch die bs 
Austrittséffnung entweicht. Die Einstellung dieses Gleichgewichtes mul} titi 


nicht abgewartet werden; schon nach | oder 1'/, Stunden kann die Durch 
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\bb. la. Schema der Versuchsanordnung in Seitenansi¢ ht. Die gekiihite 
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Schema der Versuchsanordnung in der Aufsicht. 


Abb. Lb. 
ichtungen 
welcher der 
Temperatur und Feuchtigkeit unterhalt 
Kammerlingsrichtung liegendes 
> Pumpe P und das Wasserbad W 
die Kammer geprefit. Die Pumpe P* 

lurch den Kiibler A i in mit Kisstiieker 


unterhalt einen Luftstrom 
zum Konstanthalten der 
‘ 2 


der einen Seite dure! 


Die Pumpe 2” 
dient. Die Zirkulationsluft 
ie Pumpe P. Die Luft wird an 
perforiertes Rohr 


in der Kammer 
Stoffwechselbestimmung 
1 


ua 
abgesaugt, durch der 
’ geleitet und durch ein Rohr in der Kammer 

les Kiihl 


unterhalt eine Strémung ‘ 


ein in der 
Kiibler A’, die 


langsrichtung in 


gefiilltes Gefa 


wassers | 





6 \. van Harreveld, B. W. Grutterink u. A. K. M. Noyons: 


stromung der Kammer abgebrochen werden und aus der DurchstrOmung 
geschwindigkeit, dem Kammerinhalt und der Durchstr6émungszeit berechr: 
werden, um wieviel Sauerstoff- und Kohlenséiuregehalt, durch Analyse 
Durchstr6mungsluft bestimmt. noch von dem Wert abweichen, der 1 
dem Gleichgewicht tibereinstiinmt !. 

Der austretende Luftstrom wird mittels eines Rotameters gemesse) 
md nach dessen Stand einreguliert. Die Gasanalyse wurde nach Halday 
ausgefiihrt. Aus dem Stand des Rotameters konnte nach einigen Korre! 
turen fii Druck, Temperatur und Feuchtigkeit die GréBe des durch di 
Kammer gefiihrten Luftstroms berechnet werden. Mit diesen Korrekture 
konnten wir auch die prozentuale Zusammensetzung der austretenden Lut 
herechnen und somit auch die Zunahme des CO, und die Abnahme von O 
die zur Zeit des Eintretens eines Gleichgewichts geherrscht hatte. A 
diesen Werten konnten wir die pro Zeiteinheit produzierte Kohlensaiuremeng: 
und verbrauchte Sauerstoffmenge berechnen. Damit waren uns der respira 
torische Quotient und daher auch der Basal-M. bekannt. Mittels des respi 
ratorischen Quotienten konnte die Anzahl von Kalorien berechnet werde1 


h) Die Methodik der Bestimmung der Perspiratio insensibilis 


Wir bestimmten die P. I]. durch Wagen der V. P. in bestimmten Zeit 
absehnitten. Wegen der GréBenverhaltnisse von Waage und Kammer wat 
es freilich nicht méglich, die Bahre mit der V. P. unmittelbar an die Waagi 
zu hangen. Wir machten daher von folgendem Kunstgriff Gebrauch. Di 
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Abb. 2. Gestell, an welchem die Babre aufgehingt ist. Bei A sind die Schneiden zu sehe) 

lie auf festen achatenen Stiitzpunkten ruhen. & ist der Drehpunkt am beweglichen Ends 

des Gestells. Bei «' betinden sich die Schneiden, auf welchen die stahlernen Scheiben ruher 
welche zum Befestigen der Ketten der Bahre D dienen 


Die Berechnung wird durchgetiihrt nach der Formel 7 23. Vit 
log . 100, (100 — ¥), worin 7 die Durchstr6émungszeit, V das freie Luft 
volumen der Kammer, @ die Durchstr6mungsgeschwindigkeit und y dit 
Abweichung der bei der Gasanalyse gefundenen Werte fiir O, und CO 
vegen die des Gleichgewichts bedeutet. 
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Bahre wurde ungefahr in der Mitte eines innerhalb der Kammer wunterge 


rachten ungleichseitigen Hebels aufgehangt, und zwar so, dab der Hebel 
lrehpunkt sich am FuBende, das bewegliche Hebelende am WKopfteil det 


Kammer befand. Letzteres war an einem Arm 
ler Waage befestigt (siehe Abb. la). Da die 
Waage auf einem schweren Metallbalken schrag 
vegen die Langsrichtung der Kammer und hoch 
iber sie aufgestellt war, so konnte die V. P 
ohne jede Schwierigkeit in die Kammer ein 
veschoben werden. Als Hebel wurde ein starker 
Metallrahmen verwendet, der so gebaut war. 
daB er ohne sichtbare Gestaltsanderung das 
Gewicht von V.P. und Bahre trug (siehe Abb. 2). 
An diesem Metallrahmen waren Stahlischneiden 
befestigt, die auf Stahl oder Achat ruhend. 
die verschiedenen Drehpunkte dieses Hebels 
hildeten. Zwei Stahlschneiden auf Achat ruhend, 
befanden sich am FuBende der Kammer, mit 
der die achatene Ruhe fest verbunden war. 
Das andere Ende des Hebels am Kopfteil det 
Kammer trug nur eine Schneide, welche aut 
einem V-formigen Stahlplattchen rulite, welches 
wiederum die Verbindung bildete mit dem einen 
Arm der Waage. Ungefahr in der Mitte der 
Bahre, an beiden Seiten, waren noch zwei solche 
Schneiden in V-férmigen Stahllagern ruhend 
angebracht, an welchen mit festen Ketten die 
Bahre aufgehangen war. 

Die Verbindung von Bahre bzw. von Hebel 
und Waage wurde bewerkstelligt durch eine 
Kette, die aber dort durch einen Stahlstift 
unterbrochen war, wo die Durechfiihrung durch 
die Kammerwand lag. Die Durchfiihrung muBte 
natiirlich luftdicht sein, da ja gleichzeitig mit 
dem Wagen auch der M. untersucht werden 
sollte. Dies wurde erreicht durch einen Fliissig- 
keitsabschluB mittels Paraffin6l (siehe Abb. 3). 
Wir verwendeten eine von der Firma Sauter 
hergestellte und speziell fiir die Bestimmung 
der P. 1. konstruierte Waage nach Benedict 
Nr. 520 . welche auch bei sehr groBer Be- 
lastung bis zu lOO kg eine groBe Emp- 
findlichkeit 100 mg besitzt. Mit beson- 
ders viel Sorgfalt haben wir die einzelnen 
Drehpunkte unseres Hebels senkrecht iiberein 
ander angeordnet, um die Einwirkung von 
Seitenkraften auf Waage und Hebel zu _ ver- 
meiden. 

Nachdem die V. P. aut der Bahre lag 
und diese mittels des Hebels auf den einen 
Waagearm aufgehaingt war, wurde der andere 
Waagearm mit der Gewichtsetagere belastet. 
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Abb. 3. Der Fliissigkeitsabsehiuts 
zum Durchfiihren der Befesti- 
gungsvorrichtung des Bahren- 
tragrahmens an die Waage. Bei 
A ist der Haken befestigt, mit 
welchem die zum Waagenarm 
fiihrende Kette endet. Der Haken 
ist an einem kupfernen Schraub 
kopf befestigt, welcher der 
Stahlstab triigt, und einer Glas- 
rohre. Die Réhre taucht in ein 
mit fliissigem Paraftin gefiilltes 
GefiB, welches bei B an die 
Wand der Kammer festgemacht 
ist. Durch die Mitte dieses Ge 
fies liuft in einer Stahlhiilse 
der Stahlstab Dieser endigt 
V-firmig. In seinem V-férmiger 
Schliff ruht die Schneide des 
Bahrentraggestells ¢ 
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Auf diese Etagere stellten wir dann so viel Gewichte, bis Gleichgewic] 
auf der Waage herrschte. 

Da die Waage hoch iiber dem Koptende der Respirationskammer stan: 
war das Ablesen der Wagzunge schwierig. Deswegen stellten wir in ce 
Drehpunkt des Waagebalkens einen kleinen Spiegel, in welchen wir mit 
emem Fernrohr m Augenhéhe die scheinbaren Bewegungen einer Skal 
sehr gut sahen. 

Als wir nun mit dieser Aufstellung zu wagen begannen, bemerkten wi 


alsbald, daB jede UnregelmaBigkeit im Pumpwerk sich durch den Fliissig 
keitsabscehluB auf die Waage tibertrug. Dazu kam, daB auch Luftstr6ém: 
im Versuchsraum die Waage in Bewegung bringen konnten. Diesen Schwierig 


keiten gelang es wirksam zu begegnen durch die Einftihrung einer ©| 
dampfung. Wir brachten namlich unter die Gewichtsetagere und fest mit 
dieser verbunden einen Metallstab an, der in eine Metallplatte ausliet 
welche ohne Bertihrung von Wand und Boden in ein Geta mit Paraffing 
untertauchte. Wir haben eine soleche Dampfung gewahlt, damit wir das Hild 
der Skala im Fernrohr Jangsam verlaufen sahen. Dabei ereigneten = sic! 
nur hier und da unbedeutende Schwankungen um den Gleichgewichts 
zustand, denn wir gingen bei der Messung der P. 1. so vor, daB die Zeit 
vemessen wurde, die verstreichen muB, damit die V. P. um eine bestimmt: 
Anzahl von Grammen leichter wird. 


ec) Das Keonstanthalten von Luitt mperatur und Lau ftte uchtiqke it. 


Die Luft der Respirationskammer wurde, um sie aut bestimmt: 
‘Temperatur (T.) und Feuchtigkeit (F.) zu bringen, aus der Kammer ausgesaugt, 
his zu einer bestimmten Temperatur gekiihlt, wodurch Wasserdampf aus 
ihr niedergeschlagen wird, hierauf wieder erwarmt und wiederum in dic 
Kammer gepreBt. Durch diese Kithlung wurde die Luft trockener, da Wasse1 
im Kiihler zuriickbleibt. Da die Luft nach dem Verlassen des Kiihlers als 
mit Wasserdampf bei niederer Temperatur gesattigt anzusehen ist, be 
stimmt die Temperatur dieser Luft auch den absoluten Fliissigkeitsgehalt 
der Luft, die nach der Erwairmung in die Respirationskammer zuriickkommt 

Um diese Zirkulation méglichst gleichmaBig durch die ganze Kamme1 
zu leiten, waren an den Langswanden weite und reichlich perforierte Réhren 
angebracht (siehe Abb. 1b). Durch sie wurde die Luft auf der einen Seite 
an die Kammer abygegeben, auf der anderen Seite abgefiihrt. Unmittelbar 
nach dem Verlassen der Kammer wurde die L. T. und die relative L. F. mit 
einem trockenen und einem feuchten Thermometer gemessen. 

Aus der Kammer kam die Luft, wie gesagt, in den Kiihler. Das Kih! 
wasser wurde auf die gewiinschte Temperatur gebracht, indem es durch 
ein kleines Pumpwerk durch ein mit Eisstiicken gefiilltes Geta getrieben 
wurde. Die so gekiihlte und minder mit Wasserdampf gesattigte Luft 
gelangte nunmehr in einen ,,Protos*'-Staubsauger, welcher uns als Luft 
zirkulationspumpe diente, weil dieses Gerat sehr groBe Luftmengen. ver 
schieben kann. Die durch den Protosmotor schon ein wenig erwarmte Luft 
gelangte hierauf in einen kleinen Heizkérper, wie sie bei Zentralheizungen 
in Gebrauch stehen. Er stand in einem mit warmem Wasser gefiillten Gefals, 
dessen Wassertemperatur durch in das GefaB eingebaute elektrische Ofen 
konstant gehalten wurde. Die so wieder erwarmte Luft strich dann durch 
ein Paar Pitétscher Réhren, welche mit einem Manometer in Verbindung 
waren. Der Manometerausschlag war ein MaB fiir die Luftstromgeschwindig 
keit in der Respirationskammer. Vor dem Eintritt in die Kammer wurde 
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iochmals L. T. und L. F. mit einem trockenen und einem nassen Thermo 
neter gemessen. Auf diese Weise war es méglich, in ziemlich weiten Grenzen 
estimmte L.T. und L. F. zu erhalten und konstant zu halten. 


Um L. T. und L. F. in der Kammer an allen Stellen gleich groB zu 
erhalten, haben wir die Luftzirkulation mit einer Ceschwindigkeit von 
IScbm pro Stunde durch die Kammer gefiihrt, was zu einer vollstandigen 
Lufterneuerung innerhalb von 2 Minuten fiihrte. Der Luftstrom in der 
Kammer war dank der Langenausdehnung der Kammer etwa von der 


GréBenordnung von ! 


» em sec, so daB er von der V. P. gar nicht wahrge- 
nommen wurde. Die Geschwindigkeit der zur M.-Messung verwendeten 
LuftstrOomung war noch kleiner, namlich ungefahr in der GréBenordnung 


von |. em sec. 


Vielleicht ist es zweeckmaébBig, an dieser Stelie hervorzuheben, dab die 
M.-Bestimmung durch den Luftstrom in keiner Weise beeintrachtigt werden 
konnte, da die Luft ja in einem vollstandig geschlossenen System zirkulierte. 
Auch eine stérende Differenz zwischen der Luft in der Respirationskammer 
und im Zimmer, konnte durch das Zirkulationsaggregat nicht hervorgerufen 
werden, denn die Luft hat nur eine geringe Warmekapazitat und unsere 
Kammer eine relativ so grobe Oberflache, dali sowohl Abkiihlung wie Er- 
warmung durch sie vor sich gehen kann. Uberdies enthielt die Respirations- 
kammer noch ein Réhrensystem, durch welches warmes oder kaltes Wasser 
gefiihrt werden konnte, um die Temperatur in ihr zu regulieren. 


Kichung und Erprobung unserer Versuchsanordnung. 


Durch das Aufhangen von Bahre und V. P. 


Hebel wird die P. 1. scheinbar vergréBert. Es stellte sich heraus, dai eine 
Uberbelastung der Bahre mit | kg in Gleichgewicht gehalten wurde durch 
554,2 g auf der anderen Seite der Waage. Zur Messung der P. L. bestimmten 


auf einem ungleichseitigen 


wir die Zeit, die nach der Wegnahme von 2 g von der Gewichtsetagere ver- 
streichen muBte, damit die Waage wieder ins Gleichgewicht kam. 2g aut 
der Gewichtsetagere entsprachen 3,61 g auf der Seite der Bahre. 





Abb 4. Eichungskurven des Wiigsystems 


Aus Abb. 4 ist ersichtlich, inwieweit unsere Waage durch die Ol- 
dimpfung aperiodisch wurde. Diese Abbildung ist eine durch die Waage- 
zunge geschriebene Ru®Bkurve, entstanden durch Aufsetzen und wieder 
Abnehmen von | g auf die Gewichtsschale der Waage. Dabei war die Bahre 
belastet mit einem Gewicht, das ungefaihr dem Gewicht einer V. P. ent- 
speach. Man sieht aus dieser Kurve, daf durch die Dampfung das 
System beinahe aperiodisch wurde. Schon nach 15 Sekunden hatte die 
Waagezunge den gréBten Teil ihrer dureh das Aufsetzen des Cewichts 
entstandenen Bewegung zuriickgelegt. 
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Abb. 5 gibt einen Eindruck von der Empfindlichkeit unserer Waage 
vorrichtung und ven der GréBe der St6érungen, die durch verschiedens 
Ursachen hervorgerufen werden kénnen, z. B. durch kleine Druekschwan 
kungen in der Respirationskammer, entstanden durch UnregelmaBigkeite 
im Pumpwerk, oder durch Luftstr6me im Zimmer. In dieser graphische: 
Darstellung bedeutet die Abszisse die Zeit, die Ordinate den Stand des 
Waage in den Einheiten der Skala. Ungefahr in den Augenblicken, die aut 

der Kurve durch verti 
6 kale Striche markiert sind, 
wurden aut die Waage 
und zwar aut die Ce 
wichtsseite 100mg auf 
gesetzt oderabgenommen., 
was einer Gewichtsiande 
rung auf der Seite det 





Bahre von 180mg ent- 
spricht. Die Bahre war 
dabei mit 75 kg belastet 
| Alle Motore der Versuchs 
anordnung liefen bei dieser 
Kichung. Aus der graphi 
schen Darstellung ist zu 
| | sehen, daB trotz der Stoé- 











| 

L T rungen eine  Gewichts 

’ . > 

s__.| anderung von 180 mg aut 
Abb. 5. Graphische Darstellung der Veriinderungen des der a ite der Bahre sehr 
Waagestandes, verursacht durch Stoérungen im Gang der deutlich zu erkennen ist. 
Motore, durch Luftstrobme im Versuchszimmer und durch 3e1 der Wagung der V.P. 
Aufsetzen und Abnehmen yon je 100mg. Die Ordinate 
bedeutet die Einheiten der Skala, die zum Ablesen des 
Waagestandes diente, die Abszisse die Zeit. 


sind die Storungen dureh 
Atem- und andere kleine 
Bewegungen ein wenig 
groBer. Da wir sowohl am Beginn als am Ende jeder Wagung eine solche 
Ablesung vornahmen, glauben wir, da®B~ der maximale Fehler bei der 
Gewichtsbestimmung héchstens 0,5 g war. Die P. 1. maBen wir 1 Stunde 
lang, in welcher Zeit die V. P. 25 bis 30g an Gewicht verlor. Der gréBte 
Fehler in der Gewichtsbestimmung kann also mit ungefahr 2°, beziffert 
werden. 


Heller und Benedict haben auf die ziemlich groBe Gewichtsveranderung 
hingewiesen, welche ein Bett mit einer Matraze durch Anderung der Luft- 
feuchtigkeit erleiden kann. Unsere Bahre bestand aus einem eisernen, mit 
Metallgaze iiberspannten Rahmen. Sie war gestrichen mit einer glatten 
Lackfarbe. Es erschien nétig, auf die Bahre noch eine Matratze und ein 
Luftkissen zu legen, da die V. P. mit einem Badeanzug bekleidet war und 
daher auf der blanken Bahre in der fiir die P. I.-Bestimmung nétigen Zeit 
nicht vollkommen ruhig liegen konnte. Matratze und Luftkissen wurden in 
ein undurchlissiges Gummituch eingenaht, so daB die hygroskopischen 
Kigenschaften von Matratze und Luftkissen keine Rolle spielten. Trotzdem 
war es moédglich, da® diese doch eine geringe Fliissigkeitsmenge an ihre 
Oberflache binden konnte und dai daher merkbare Gewichtsveranderungen 
bei Anderungen der L. F. sich ereigneten. Die gemeinsame Oberfliche war 
nimlich ungefihr 2qm. Um die GréB8e dieses Faktors kennenzulernen, 
bestimmten wir L. T. und L. F., worin Bahre, Kissen und Matratze (B. K. M.) 
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vahrend einer Nacht gelegen hatten (46°). Hierauf wurde in der Respira- 
ionskammer dieselbe L.'T. und L. F. hergestellt, die Bahre in die Respira- 
ionskammer geschoben und alles fiir eine Wagung vorbereitet. Wie aus 
\bb. 6ersichtlich, wurde nun jede 5 Minuten Gewichtsinderung von B.K.M. 
estgestellt und kurvenmabig dargestellt. [In dieser Kurve sind nur un- 
vedeutende Schwankungen des Gewichts von B. K.M. zu finden, wahrend 
ler Zeit in der wir die L. F. auf 46°,, konstant hielten (bis zur vertikalen 





Pe OF ND WF ADMD N OO Owe 








4 , l l 3 l l L L a. 
atssgh 15° 30° 45° 10h 15° 30° 45° ah 45° 


Abb. 6. Gewichtsiinderung von B. K. M. bei Anderung der relativen L. F. von 46°/) nach 90° 
Der vertikale Strich stellt den Augenblick der Feuchtigkeitsinderung dar 





Linie). Dann wurde die Temperatur des Kiihlwassers schnell erhoht, so daB 
die relative L. F. in der Kammer den Wert von 90°,, erreichte. Dieser 
Augenblick ist in der Kurve angegeben durch die vertikale Linie. Hierauf 
nahm, durchaus nicht unbedeutend, das Gewicht von B. K.M. zu, ja, diese 
Gewichtsvergr6Berung erreichte in 2 Stunden sogar den Wert von 6g. 
Dabei ereignete sich die gréBbte Gewichtszunahme im Beginn der Zunahme 
der L.F. Schon nach '), Stunde waren B.K.M. 3g schwerer. Diese 
CGewichtszunahme scheint sehr betrachtlich, doch ist sie leicht begreiflich, 
wenn man bedenkt, daB durch eine so starke Erhéhung der L. F. um mehr als 
40°, das Gewicht von B. K. M. nur ungefihr ein Drittel mg pro qem ihrer 
Oberflache zunimmt. Von einem Niedersehlag fliissigen Wassers auf irgend 
einem Teil von B. K.M. kann keine Rede sein, denn die in die Kammer 
stromende Luft ist ungesattigt und nirgends haben in der Kammer irgend- 
welche Teile eine niedrigere Temperatur als die einstrémende Luft. 

Es war unmoglich, schnell nacheinander Wagungen bei verschiedenen 
L. F. auszufiihren. Deshalb richteten wir unsere Messungen der P. [. so ein, 
daB wir an zwei aufeinanderfolgenden Tagen die P. L. bestimmten, und zwar 
den einen Tag bei einer relativen L. F. von 40 bis 45°,. den anderen Tag 
von 75 bis 80°,, oder in umgekehrter Reihenfolge. Um B. K. M. in Gleieh- 
gewicht zu bringen mit der jeweiligen L. F., wurden sie in der Nacht vor 
dem Versuch in die Respirationskammer gebracht, zugleich mit drei flachen 
Schalen. gefiillt mit Schwefelsiure und Wasser. Die Erfahrung hatte uns 
gelehrt, daB 50° ige Schwefelséiure die Luft in der Kammer trocknete bis zu 
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einer relativen L. F. von 40 bis 50 °,,, wahrend 15 °oige Schwefelsaure die Lut 


auf einer relativen L. F. zwischen 76 bis 80°,, hielt. Am Versuchstage wurd 
nun die in die Kammer einstr6mende Luft auf die gewiinsehte L. T. un 
L. F. gebracht, dann B. K.M. vor dem eigentlichen Versuchsbeginn noc} 
', bis * 4 Stunde diesen atmospharischen Zustainden ausgesetzt, wodure! 
sie beinahe ins Gleichgewicht mit der gewiinschten L. F. kamen. Kontrol! 
proben lieBen auch in der Tat erkennen, da nach diesen Vorbereitunge: 
B. K.M. keine wesentliche Gewichtsinderung mehr erlitten. Man dar 
sich aber nicht vorstellen, daB B. K. M. trotz aller dieser Vorsorgen sich by 
der Bestimmung der P. 1. wirklich inaktiv verhielten. Wahrend einer solehe: 
Bestimmung erlangte namlich die Luft in der Kammer eine andere L. ‘1 
und L. F. als die einstr6mende Luft. Dieser Unterschied wird verursaeclit 
einerseits durch die AuBenluft, dieser Teil des Luftstromes (2100 Liter) ist 
aber nur klein im Vergleich mit der Luftmenge, die im Zirkulationssystem 
die L. F. in der Kammer regelt (18 ebm). Man kann sie vernachlassigen 
Wesentlicher ist, daB auch die V. P. selbst die L. T. erhéht und Wasserdampt 
an die Luft abgibt. Die V. P. erwarmt natiirlich auch B. K.M. Sie bringt 
also diese in ein anderes Gleichgewicht mit der L. FE. SchlieBlich mu 
man auch in Rechnung ziehen, daB B. K.M. vor dem Beginn fiir einige 
Minuten aus der Kammer herausgeschoben werden, damit die V. P. aut 
ihr Platz nehmen kann. Wahrend dieser Zeit ist die Bahre wiederum eine 
anderen L. F. und L. T. ausgesetzt. Durch diesen Umstand wird das vor 
handene Gleichgewicht der Bahre mit der Feuchtigkeit, bei welcher ge 
wogen werden soll, wiederum verandert, und das Gleichgewicht wird erst 
nach dem Zuriickbringen in die Kammer wieder hergestellt. Aber alle diese 
St6orungen wurden zum groBten Teil dadurch beseitigt, dali wir die Wagung 
erst 15 bis 20 Minuten nach dem Unterbringen der V. P. in der Respirations 
kammer begannen. 


Der Verlauf eines Versuchs und die Verwertung der Ergebnisse. 


Wir untersuchten unsere Versuchspersonen in nahezu ,,basalem* Zu 
stande;: sie kamen niichtern ins Laboratorium, ruhten | Stunde vor Ver 
suchsbeginn und wurden dann in die Respirationskammer gebracht. Die 
L. F. wurde schon am Vortage, wie oben angegeben, auf einen bestimmten 
Wert einreguliert. 

Es war von vornherein klar, daB die V.P. nicht mit gew6hnlichen 
Kleidern gewogen werden konnte. Denn die Kleider sind hygroskopisch 
und die AuBenluft hatte im allgemeinen eine andere L. T. und L. F. als 
die Luft in der Respirationskammer. Andererseits konnten wir die V. P. 
nicht nackt wagen. Denn mit Recht weist de Rudder darauf hin, daB die 
Haut im unbekleideten Zustande sich in einem ganz anderen Erregungs 
zustand befindet als im bekleideten Zustand, den also fiir den Menschen 


mehr oder weniger physiologischen. Es soll aber nicht verschwiegen werden, 
daB sowohl Benedict und Benedict als de Rudder fanden, daB die GréBe der 
P. 1. durch die Kleidung beeinfluBt werden. Wir haben uns daher zu dem 
Kompromif8 verstanden, die V.P. im Badeanzug zu wiegen. Auch ein 


baumwollener Badeanzug wird bei Veranderungen der relativen L. F. sein 
(Gewicht um viele Gramm verandern. Darum war es noétig, dies wahrend det 
Versuchsdauer zu beriicksichtigen. Durch Wagen vor und nach der Messung 
der P. I. hatten wir sicher den M. beeinfluBt, weil die Arbeit des Anziehens 
unmittelbar vor Versuchsbeginn den Grundumsatz in die Héhe treiben 
mubte. Deswegen haben wir den Badeanzug an der Vorderseite mit einem 
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bknopfbaren Lappchen versehen, ungeféahr 20> 30 em groB. Dieses wurde 
immittelbar vor Versuchsbezinn in einem Wageglaischen gewogen und hieraut 
vieder an seinem alten Platz befestigt. Dasselbe geschah am Versuchsende. 
\uf diese Weise konnten wir annidihernd die Gewichtsanderung des ganzen 
jadeanzugs berechnen, da wir die Gewichtsbeziehung zwischen Lappchen 
ind Badeanzug kannten. 

Vollkommen richtig ist freilich diese Bereechnung nicht, weil der ganze 
Badeanzug nicht in gleichem Mae sein Gewicht verandert, liegt ja die V. P. 
iuf dem Riiecken, wodurch sicherlich die Gewichtsveranderung der Riickseite 
les Badeanzugs unterschiedlich gestaltet wird gegeniiber dessen Vorderseite. 
CGierade die Vorderseite geht aber in unsere Berechnung ein. Immerhin gibt 
inser Verfahren eine gute Ubersicht der Gewichtsveranderung des Bade 
anzugs. 

Wahrend das Lippchen gewogen wurde, wurde die Luft in der Respira 
tionskammer auf die gewiinsehte L. T. und L. F. gebracht. Dann wurde die 
Kammer gedffnet, die Bahre herausgeschoben, die V. P. vom Ruhebett aut 
die Bahre gelegt und mit der Bahre in die Kammer eingebracht. Dann wurde 
die Bahre mittels der Ketten an die Waage gehangt, diese durch Belastung 
der Waage so weit ausbalanziert, da8 sie horizontal hing. Endlich wurde 
das Pumpwerk in Gang gesetzt und die Kammertiir geschlossen. Dieser 
Augenblick.wurde notiert als Beginn der M.-Bestimmung. Hierauf wurden 
die entsprechenden Gewichte auf die Waage gebracht und die Oldampiung 
eingeschaltet. Nach der SchlieBung der Kammer wurde jede fiinfte Minute 
L.T. und L. F. der einstr6menden und ausstr6menden Luft bestimmt. 
Falls nétig, wurden beide zur Konstanz einreguliert. 15 bis 20 Minuten 
nach der SehlieBung der Kammer begannen wir mit dem Wiegen der V. P., 
indem wir 2g von der Gewichtsetagere abnahmen und die Zeit bestimmten 
bis zur Wiederherstellung des Gleichgewichts auf der Waage. Dieser Vorgang 
wurde 1 Stunde lang regelmaBig wiederholt. Hatten wir in dieser Zeit 
z. B. achtmal je 2 ¢ von der Gewichtsetagere genommen, so war die V. P. 
achtmal 3,61 ¢ leichter geworden. Ein Vergleich der Zeiten lie® uns un- 
mittelbar erkennen, ob die P. 1. gleichmaBig verliet. 

Wahrend der Wageperiode sorgten wir dafiir, dab die Luftzufuhr eine 
bestimmte Héhe (2100 Liter) einhielt, was mit Hilfe eines regulierbaren 
Shunt leicht gelang. Je geringere Druckschwankungen dabei in der Kammer 
vorkamen, desto besser fiel die Wagung aus. Die erste Luftprobe wurde 
nach | Stunde in einem Haldaneschen ,,Sample-Rohr™ aufgefangen, nach 
I! , Stunden eine zweite. Diese Luftproben wurden analysiert auf ihren 
Kohlensaure- und Sauerstoffgehalt und hieraus der M. der V. P. berechnet 
Inzwischen war auch die Wagung beendet. 

In den Tabellen I und II geben wir ein Beispiel von den Werten, 
wie sie bei der Bestimmung der P. I. erhalten werden. Tabelle I enthalt 
die L. i’. der in die Kammer ein- und ausstré6menden Luft sowie deren 
L. F. Man sieht deutlich, daB die Sechwankungen dieser Werte nur sehr 


gering waren, wiewohl unzweifelhaft ist. daB die ausstrémende Luft, 
sicherlich durch die V. P. verursacht, héhere L. T. und L. F.-Werte auf- 
wies. Wir haben deswegen der Berechnung der atmospharischen Be- 
dingungen bei der Bestimmung der P. 1. die Mittelwerte von ein- und 
ausstrOémender Luft zugrunde gelegt, genommen aus den Mittelwerten 
aller Ablesungen. Tabelle L enthalt die Zeiten, innerhalb welcher die V. P. 
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Tabelle I. 























Einstromende Luft Ausstromende Luft 
remperatur Feuchtigkeit Temperatur Feuchtigkeit 
es 0 
40 22.5 48 | 
41 2, 47 * 
42 oe, 47 
41 22: 465 o 
40 22,6 46 
20.9 40 Ze 45 
20,9 41 2. 44 M 
21,0 40 22,5 45 EK} 
21,0 40 22,5 45 ‘ 
21,0 40 22, 45 
21.0 41) ooh 45 
21,0 40 22, 44 
20,7 42 22,5 45 
20,8 41 22,5 46 
21,0 41 2,8 45 ha 
21 40 22,! 44 mi 
21,0 40 mak 44 ee 
20.9 41 29 44 Pe 
= ell 
Mittel: 21,0 41 22,8 45 
in 
Mittlere Temperatur 21,8° und relative Feuchtigkeit 43 °,, in der Respi- 
un 
nskammer wahrend des Versuchs. 
Ba 
= be! 
Tabelle EI. 
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em Badeanzug wurde in dieser Zeit 0,04 ¢ leichter, was einem Gewichts- 
erlust des ganzen Badeanzugs von 0.3 ¢ gleichkommt. Die Gewichts- 
bnahme der V.P. betrug daher nicht 28,9 g, sondern 28,9 — 0.3 
28,6 ¢. Um die verschiedenen Bestimmungen miteinander ver- 
leichen zu kénnen, war es wiinschenswert, die P. 1. pro Zeiteinheit zu 
berechnen. Wir bestimmten die P. I. fiir eine Stunde und fanden fiir 
diesen Versuch den Wert von 27.6 g. 


Bei dem geschilderten Versuch berechneten wir den M. aus dem 
Mittelwert der zwei zu den genannten Zeiten entnommenen Gasproben. 
kr betrug 68 Cal pro Stunde. 


Die Resultate der Wigungen. 


Nachdem wir bei einer gréBeren Anzahl V. P. die P. 1. bestimmt 
hatten, wahlten wir aus ihnen zwei, welche sich durch groBe Gleich- 
maBigkeit auszeichneten, und bestimmten bei diesen bei verschiedenen 
Temperaturen die P. 1. Fiir jede Temperatur fiihrten wir an zwei auf- 
einander folgenden Tagen eine Wagung in feuchter (75 bis 80°.) und eine 
in trockener Luft (40 bis 45°,) aus. Wir maben die P. 1. bei ungefahr 20° 
und 28! ,°. Wir wahlten dieses Temperaturgebiet, weil unsere V. P. im 
Badeanzug angaben, bei niedrigerer Temperatur nicht mehr ohne Un- 
behagen stilliegen zu kénnen. Um das Temperaturgebiet nicht zu klein 
werden zu lassen, gingen wir mit der oberen Grenze uber 26°, achteten 
aber sehr genau, daB die V. P. nicht schwitzten, denn eine Temperatur 
von 28,5° liegt schon dicht bei jener, wo der erste sichtbare Schweib er- 
scheint. Unsere V. P. fiihlten sich innerhalb des angegebenen Tem- 
peraturgebietes sehr wohl. Die V. P. ..A‘ war ein 22jahriger Mann, 
62.6 kg schwer und 1,77 m lang. Sein Basal-M_ betrug 69 Cal pro Stunde. 
Mit dieser V. P. stellten wir 14 Versuche an, die in der Tabelle LI dar- 
gestellt sind. In diese Tabelle haben wir die Mittelwerte, die wir bei den 
einzelnen Versuchen errechnet haben, aufgenommen. 


Tabelle LIT ist wohl ohne besondere Erlauterung verstandlich. In 
der 6. Spalte ist bei P. I. pro Stunde die Gewichtsanderung des Bade- 
anzuges beriicksichtigt, in der letzten Spalte erscheint eine Zahl, die P. 1. 
pro Stunde und pro M.-Mittelwert (69,8 Cal) angibt. 


Da héchstwahrscheinlich eine geradlinige Beziehung zwischen M. 
und der P. I. besteht, so miissen wir die Unterschiede in den M.-Werten 
beriicksichtigen, wenn wir die P. I. bei verschiedenen L. T. und L. F. 
vergleichen wollen. Dies ware sehr einfach, wenn man den Verlauf der 
Kurve, welche die Beziehung zwischen P. I. und M. angibt, genau 
kennen wiirde oder wenn sie durch die Formel y = a. a ausgedriickt 


werden kénnte. Der Verlauf dieser Kurve wird aber durch Benedict und 
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Tabelle IIT. Versuchsperson 





Unmerk 

licher 
Gewichts 
Rela- Gewichts Gewichts Unmerk- : verlust pi 
tive ibnahme — pjyauer det anderung licher Stofl- Stotf- 
Feuch-  wiihrend Wicung des Gewichts- Weehsel-) wechsel 
tig- der litt Badeanzugs verlust prostd.  mittelwe 
keit Wiigung pro Std (69,8 Cal 
und pre 

Std 


rempe- 
ratur 


iT 


29,3 
26,8 


62' 55” 
66 OD 
62 40 
70 20 
63 25 
68 4) 
68 25 
66 05 
62 10 
66 35 2 
70 10 ‘ : 68 
70 05 3 22. 68 
43 70 O6 24% 68 
78 25,3 71 35 , al, 69 


Ions AIS 
“MOC CWO 


Root anders angegeben als durch Heller und Schwartz!. Alle Autoren sind 
sich aber dariiber einig, da die allgemeine Formel fiir diese Kurve ist: 
y —a.x« +b, worin b bei Heller und Schwartz klein ist, so daB die Kurve 
sich nicht allzu schnell von einer durch den Koordinatenursprung ge 
legten unterscheidet. Die Formel y = a. x zugrunde gelegt, fiihrten 
wir alle gefundenen Werte fiir die P. 1. zuriick auf ein und denselben M., 
dessen Wert das Mittel aller M.-Werte war, die wir bei konstanten 


atmospharischen Bedingungen bestimmt haben. Bei der Versuchs- 


person A betrug dieser mittlere M., berechnet aus 14 Versuchen, 69,8 Ca! 
Auf diesen Wert fiihrten wir jede einzelIne Messung der P. I. zuriick nach: 
der Forme]: 
69,8 
3 ae : P.1I. pro Stunde. 
M. wahrend Wagung bestimmt 

Da bei den meisten Versuchen die Werte fiir den M. nur wenig abweichen 
von diesem Mittelwert, so war die Korrektur gering und daher det 
Fehler durch diese noch geringer. 

In der Tabelle [TV sind die Resultate von 18 Versuchen der P. I 


einer zweiten V. RP. ,.B‘ vereinigt. 


' Die Formel von Heller und Schwartz ist: y 2,0 2 2,4, die von 
Benedict und Root: y = 3,2 x 14,8, worin y die P. I. in Gramm, «x die 
Cal in Hundertsatzen pro Tag bedeutet. 
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Tabelle IV. Versuchsperson ,,B* 





Unmerk- 

licher 
? Gewichts- 
Unmerk- .. « | Verlust pro 

licher Stoff- Stotf- 
Gewichts- |wechsel- wechsel- 
verlust | proStd. mittelwert 
pro Std (77.7 Cal) 
und pro 

Std. 


Gewichts- 


Gewichts- 
abnahme 


Dauer anderung 
der des 
Wigung Badeanzugs 


Rela- 
rempe- tive ‘ 
ratur Feuch- Wahrend 

tig- _der 

keit Wigung 


a 


~ 


30,5 
24,6 
29,2 
25,1 
31,6 
26,4 
ISS 
23,7 
30,4 
29,1 
29.4 


65'40" 
66 30 
70 05 
69 39 
64 45 
65 55 
64 40 
70 25 
65 30 
68 35 
64 10 
65 45 + 28,1 27,9 
73 45 +. 28,3 27,8 
65 35 of 26,4 26,0 

71 45 29.5 76 30,1 

71 25 + 1,1 25,2 78 25.2 
42 é 69 50 31,0 82 29,3 


30,0 
24,6 
29,0 
24,4 
30.7 
27.6 
27,1 
23,1 
30.0 
29,3 
296 


to 
— as) 


+++++++4++4 
HOPS > 
CON et Se Ee OOK 
PADWK Onno 


D 


-|+ 


o 2 


22 DO 
Ss bO 

eS ee eS Se OS OS ie oS On OS 
<= 


76 28, 63 25 + 0,5 27,8 81 26,8 


,.B“ war ein l5jahriger Knabe, 64,6 kg schwer, 1,75 m gro, der 
nach den Tabellen von Benedict einen Grundstoffwechsel von 72 Cal 
hatte haben miissen. Wir fanden bei ,,B‘‘ in 18 Versuchen einen etwas 
hdheren Wert. Das Mittel 
aller 18 Bestimmungen war 
77,7 Cal. Die Tabelle 1V 
ist genau so angeordnet wie 
die Tabelle III. In der 
8. Spalte dieser Tabelle er- 
scheint wieder die P. I. 
pro Stunde fiir den mitt- 
leren Stoffwechsel, — in 
diesem Falle 77,7 Cal. 

Vergleicht man _ die 
Tabellen III und IV, sowie 
die Abb. 8 und 9 in welchen 
die P. I., berechnet fir 





ith M. bei hi ae ae a ae a a a Ce 

fi » e 5 - e re ‘Ss > e. * 

mittieren ye1 Verscent 19° 20° 21° 22° 23° 24° 25° 26° 27° 28° 29° 30° 
e » Ta ores » ar. 

ome " _— retin dar Abb. 8. Einflu®B von L. T. und relative L. F. auf die 

gestellt ist, so kann nicht P.I. von ,A“. Die Punkte stellen die P.I., be- 


mntgehe iaB weder eine rechnet fiir den mittleren M. bei einer L. F. von 
entgenen, dab weder eine 409/) bis 45°/) dar, die Kreuzchen bei 75° » bis 80° 
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‘Temperaturanderung von ungefahr 8,5° noch eine Anderung der relativ: 
Feuchtigkeit von ungefahr 35°, einen groBben EinfluB auf die P 
ausubt. Wie aus diesen graphischen Darstellungen zu sehen ist, gelan, 
es uns nur zum Teil die Schwankungsbreite unserer Bestimmungen cd 
P. 1. méglichst klein zu halten, wiewohl wir sorgfaltigst strebten, di 
Versuche unter den gleichen Umstanden auszufiihren und nur di: 
atmospharischen Bedingungen zu variieren. Mit ,,B*\ haben wir Versuch 
in feuechter und trockener Luft bei ‘lemperaturen zwischen 20,5 und 21 
zwischen 24,5 und 25°, zwischen 26,5 und 27° und schlieBlich bei 28,5° }: 
zweimal angestellt. Aus der graphischen Darstellung kann man ¢: 
kennen, daB eimige dieser 
Doppelbestimmungen 
miteinander iiberein 
stimmen, andere aber Un 
terschiede zeigen, z. Bb 
zeigt die bei 26,68 und 
75%, Feuchtigkeit ausg 
fiihrte Messung einen Un 
terschied von 2,7 g gegen 
iiber der Messung bei 26,7° 
und 76°, ; der Untersechied 
betrug hier ungefaéhr 10° 
der P. I. Bei anderen 
Doppelbestimmungen zeig- 
ten sich kleinere JDiffe 
renzen. 

Trotz der ziemlich 
groBen Variabilitat gibt 





H j j 4 l 1 1 1 1 i Ban = 1a 
19° 20° 21° 22° 23° 24° 25° 26° 27° 28° 29° 30° Abb. 8 fir .,A~ den Ein 
: ny : druck, daB in der Tat ein 
Abb 9. EinfluB der L. T. und relativen L. F. auf ‘ A ia 
die P. I. von ,B*. Die Punkte stellen die P.1, be- geringer EinfluB der L. 1 


rechnet fiir den M.-Mittelwert bei einer L. F. von, ie Pp »cte \ 
409/, bis 45° ) dar, die Kreuzchen bei 759'9 bis 80° auf clic I “i I. be ste ht. det 





aber sicherlich bei ,,B" 
viel weniger deutlich ist. Wohl sieht man bei beiden Versuchspersonen 
in allen Versuchen einen deutlichen Unterschied im Gewichtsverlust. 
gemessen an zwei aufeinander folgenden Tagen, einmal in trockene: 
und einmal in feuchter Luft, aber diese Unterschiede sind klein, six 
schwanken bei ,,A‘* von 2 bis 5,6 g, im Mittel 3,3g, bei ,.B von 1.3 
bis 5,9 g, im Mittel also 3,6 


vo 
5S: 


Uber den Eioflu8 der relativen Luftfeuchtigkeit auf die Perspiratio insensibilis. 


Es schien uns zweifelhaft, ob der eben beschriebene, zwar konstante, 
aber nicht sehr groBe EinfluB der relativen Luftfeuchtigkeit auf die P. | 
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itsachlich auf einer differenten Wasserabgabe der V. P. beruhte oder ob 

er nicht doch durch Versuchsfehler verursacht war, der bei der Be- 
echnung der P. I. bisher noch nicht beriicksichtigt wurde. So muBte in 
liesem Zusammenhang unter anderem an eine Gewichtsveranderung 
on B. K. M. gedacht werden, welche in der Zeit, wo die Kammer offen 
stand, um die V. P. in die Kammer zu bringen, aus ihrem Gleichgewicht 
mit den atmospharischen Verhaltnissen der Kammerluft gebracht wurde 
Da die relative L. F. im Zimmer bei den meisten Versuchen zwischen 
30 und 50°, lag und auch die Luft der Respirationskammer eine andere 
lemperatur hatte, so war mit einer Gewichtsanderung der Bahre, dadurch, 
daB sie aus der Kammer her- 
vus- und wieder hereingescho- 
ben werden muBbte, in fast 
illen Versuchen zu rechnen. 
Um die GréBe dieser Ge 
wichtsinderung kennenzu- 
lernen, haben wir folgenden 
Versuch angestellt. 





Die gesamte Versuchsan . r : 
— ee ee 
ordnung wurde wie zu einem 
Versuch mit einer V.P. ein- 
gerichtet, und am folgenden Abb. 10. Gewichtszunahme von B. K. M., nach- 
dem diese wieder in die Kammer zuriick 


4 i i 


3" 10’ 20’ 30° 40’ SO’ 4" 10° 20° 30’ 40’ 


Morgen ein Leerversuch aus 
ms , gebracht wurden, wahrend sie 5 Min. vorher 
vefiihrt, d.h. wir taten alles der trockeneren Zimmerluft ausgesetzt ware! 
wie gewohnlich, nur ohne V. P.., Die Abszisse stellt die Zeit des Versuchs dat 
die Ordinate die Gewichtsinderung zum F1 


sogar die Wagung begannen 
reichen des Gleichgewichts der Waage. 


wir erst 15 bis 20 Minuten nach 
dem SchlieBen der Kammer. 
Hierauf wurde die Gewichtsverinderung der Bahre gemessen, 1! , Stunden 
lang bei derselben Temperatur und Feuchtigkeit, die vor dem Offnen det 
Kammer bestanden. In der Abb. 10 geben wir ein Beispiel einer solchen 
Probe; die Temperatur war 20° und die L. F. 79°,. Die Temperatur der 
Zimmerluft betrug 19,9° und ihre relative Feuchtigkeit 38°,. Aus der 
Abb. 10 ist ersichtlich, daB die starkste Gewichtsanderung sich kurz nach 
dem Zuriickbringen der Bahre in die Kammer vollzieht, im weiteren Verlauf 
geht sie viel langsamer vor sich und wird nach L* , Stunden fast asymptotisch. 
Wir kénnen daher die Gewichtsinderung der Bahre innerhalb der ersten 
15 bis 20 Minuten vernachlissigen. In den folgenden 70 Minuten nahm das 
Gewicht von B. K. M. um 0,9 ¢ zu. Wir wiederholten diesen Versuch bei 
verschiedenen Temperaturen und relativen Feuchtigkeitsgraden der Kammer 
luft und wahliten solche Werte, bei welchen wir auch die P. I. bestimmt 
hatten. Die Resultate sind in der Tabelle V vereinigt. Aus dieser Tabelle 
und deutlicher noch aus Abb. 11 geht hervor, daB bei einer relativen L. F. 
der Kammer von ungefahr 40°, das Herausbringen der Bahre fiir 5 Minuten 
so gut wie keine Gewichtsaénderung bewirkt, wobei hervorgehoben sei, dai 
die Wagung 20 Minuten nach dem SchlieBen der Kammer begann und nach 
90 Minuten endete. Anders liegen die Verhaltnisse bei einer relativen L. F. 
von ungefahr 80°,. Hier wurde innerhalb der Versuchszeit B. K. M. nach 


* 
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Tabelle V. 





Respirations Versuchsraum Gewichts- Respirations- — Versuchsranm Gewichts 
kammer z kammer - 
ainderung RSs aN Sm Si anderung 

der Bahre der Bahr 

usw. usW, 

wihrend wihrend 
der Zeit der Zeit 
der Bestim- der Bestir 
mung der mung der 
Persp. ins. Persp. ins 


Temperatur 


Temperatur 
Feuchtigkeit 
Feuchtigkeit 
Temperatur 
Feuchtigkeit 


26.0 80 283 33 - 22 23,1 39 22.6 34 
26,0 40 20,7 26 23,0 79 20,5 32 
26.0 78 21,5 25 + 2. 23.0 39 20,8 39 
26,0 40 23,2 29 _ 20,1 81 20,3 54 
26,9 79 20,6 44 1 19 20,1 41 21,5 43 
26,1 40 23,4 40 0,2 20,2 79 19,7 46 
23,1 80 23,4 16 + 0,8 20,1 39 19.2 46 
23,0 41 23,4 51 0,2 20,0 79 19.9 38 
25.4 79 22.4 38 + 1,6 20,0 40 20.2 36 





den kritischen 5 Minuten | bis 2g schwerer. Diese Gewichtszunahme ist, 
wie die Abb. 11 zeigt, bei 26° gréBer als bei 20°. Sie wird daher bei 28,6", 
unserer héchsten Versuchstemperatur, wahrscheinlich noch héher sein 

Diese Erhéhung der Gewichts 
“ar zunahme bei Temperature! 

hohung zeigt an, daB die Bahre 
bei niederer Temperatur mehi 
+2g Fliissigkeit verliert, falls sie 
vorher einer héheren Tempe 
ratur ausgesetzt war. Dies 
findet seine Erklarung darin, 
daB nicht nur die Fliissigkeits 
abgabe bei héherer Temperatur 





schneller vor sich geht, sondern 
die Zimmerluft, mit der die 
; Bahre in Beriihrung kommt, 
vo a a aa? OF ae as” ae" ar aa? ae wird erwarmt und dadurch rela 
. tiv trockener, was innerhalb de: 

Abb. 11. Gewichtsinderung von B.K.M. bei kritischen 5 Minuten veranlabt. 


verschiedenen Temperaturen und sonst gleichen ian? . . 
beer diss: : Mliissigkeit abzugeben, falls sie 
Umstinden wie in Abb 10. Die Punkte stellen lissigkeit abzugeben, falls s 


die Werte der Versuche bei L.F. von 409/, dar, VOr dieser Zeit unter einer 

die Kreuzchen von 80/9. héheren Temperatur stand. Ver 

gleichen wir zwei Versuche, 

ausgefiihrt bei gleicher Temperatur, aber der eine bei einer relativen 
L. F. von 40°, und der andere bei einer solchen von 80 °,, dann sieht man 
ohne weiteres, daB B. K.M. im ersten Falle beinahe gar nicht, im zweiten 
Falle immer | bis 2 g schwerer wurde. Wir miissen also schlieBen, d 8 bei 
relativ groBer L. F. die P. I. zu niedrig gefunden wird, wahrend bei eine 
relativen L. F. von 40 bis 45°, die P. 1. fast fehlerfrei bestimmt wurde. 
Die geschilderten Versuche setzen uns aber noch nicht instand anzugeben, 
wie groB der EinfluB der Gewichtsverinderung der Bahre auf die Be 
stimmung der P. I. war, da B. K.M. sich bei Anwesenheit der V.P. in 
der Respirationskammer sicherlich wiederum anders verhalt als ohne 
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liese. So wird unter anderem die Bahre durch die V. P. erwarmt, ein Teil 
ler Bahre wird von ihr verdeckt und die Kammerlufttemperatur und 
feuchtigkeit werden durch sie beeinfluBt. Freilich wird doch ein ziemlich 
vroBer Teil der Differenzen zwischen den P. I.-Werten bei trockener und 
euchter Luft im Mittel 3,3 bis 3,6 ¢ als Gewichtsanderung von 
3. K. M. zu erklaren sein. 

Kin weiterer Faktor ist die Hygroskopizitaét von Haut und Haaren, 
cin Faktor, der zur vollen Wirkung bei groBer Feuchtigkeit der Kammer- 
luft (75 bis 90°.) kommt, wahrend er bei 30 bis 50°, kaum zur Geltung 
kommt. Auch durch diesen Faktor wird daher die wirkliche P. I. ver- 
kleinert. Die GréBe dieses Faktors kénnen wir auch nicht einmal 
niherungsweise schatzen. In jedem Falle verkleinert er aber, wie gesagt, 
die P. I. und ist sehr wohl imstande, den gefundenen Unterschied bei 
trockener und feuchter Luft vollkommen zu erklaren. Wir miissen also 
schlieBen, daB der EinfluB der relativen L. F. auf die P. 1. nur auBer- 
ordentlich gering sein kann oder tiberhaupt gleich Null ist, andererseits 
aber bei einem Wechsel der atmospharischen Bedingungen durch allerlei 
Versuchsfehler leicht vorgetéuscht werden kann. 


Der Einflu8 der Lufttemperatur auf die Perspiratio insensibilis. 


Will man den Einflu8 der Lufttemperatur (L. T.) auf die P. I. 
studiertn, so muB man den EinfluB der relativen L. F. méglichst aus- 
schalten. Es erschien uns das Beste, Temperaturaénderungen bei einer 
konstanten L. F. ven 40 bis 45°, also bei relativ trockener Luft aus- 
zufiihren, die sich nicht zu sehr unterschied von der Zimmerluft und 
daher fast keine Anderung des Gewichtes von B. K. M. hervorrufen 
konnte und auch die Hygroskopizitaét von Haut und Haaren nicht be- 
einfluBte. Bei der V. P. ,,B* ist, wie Tabelle [V und Abb. 9 zeigen, ein 
deutlicher EinfluB der L. T. nicht festzustellen. Bei der V. P. ,, A‘ ist 
sicherlich ein, wenn auch nicht sehr groBer EinfluB vorhanden. Bei 


einem Temperaturintervall von 8° ist eme Erhéhung der P. I. von un- 
gefahr 10% festzustellen. Dies bedeutet fiir die Praxis der Messung der P. I. 
einen wichtigen Hinweis. Man soll sie nicht messen bei so stark von- 


einander abweichenden Temperaturen. Freilich ist der Fehler, der durch 
Temperatursteigerung entsteht, klein im Verhaltnis zur Variabilitat der 
P. 1., selbst wenn man die V. P. unter basalen Umstanden untersucht. 


Der EinfluB der Bekleidung auf die Perspiratio insensibilis. 

Es ist auffallend, daB die P. 1. unserer V. P. klein war im Verhaltnis 
zu den gefundenen M.-Werten und viel kleiner ist als nach den Angaben 
von Benedict und Root, sowie von Schwartz und Heller. Bei ,,A‘‘ fanden 
wir im Mittel bei einer relativen L. F. der Kammer von 40 bis 45°, den 
Wert von 27,5 g. Ihr M. betrug bei unseren Messungen im Mittel 69 Cal. 
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Nach Benedict miBte ,,A‘ einen M. von im Mittel nur 55 Cal haber 


..B° hatte unter denselben Versuchsbedingungen eine P. I. von ini 


Mitte] 29.7 g und einen M. von im Mittel 77 Cal. Nach Benedict hatte e 
aber einen viel niedrigeren, naémlich von 58 Cal haben miissen. 


Da wir unsere Versuche mit V.P. im Badeanzug ausfiihrten 
Benedict aber mit viel reichlicher bekleideten Menschen, so war e 
naheliegend, den Unterschied unserer Messungen im Unterschied dei 
Bekleidung zu suchen. Schon Benedict und Benedict (15) haben daraut 
hingewiesen und vergleichende Versuche mit einer V. P. im nackten und 
im bekleideten Zustand ausgefiihrt, sie haben aber einen deutlicher 
KinfluB der Bekleidung nicht feststellen kénnen, doch war sicher die P. | 
im nackten Zustand etwas kleiner. De Rudder (14) sah bei Saéuglingen 
keinen EinfluB der Bekleidung. Wir maBen nun bei ,,B‘ die P. 1. auch, 
im bekleideten Zustand. Da die Kleidung der Manner ziemlich schwe1 
ist und stark hygroskopisch, so lieBen wir ,,B* immer erst 1'), Stunden 
vor Versuchsbeginn im Versuchsraum verbringen und sorgten dafiir, dal) 
die Kammerluft die gleiche Feuchtigkeit hatte wie die Zimmerluft 
Denn durch das Verweilen im Versuchsraum durch |’, bis 2 Stunden 
hatte die Kleidung Gelegenheit mit der Zimmerluft ins Gleichgewicht zu 
kommen. Wir trafen auch eine Auswahl der Versuchstage und wahlten 
nur Tage, an welchen die AuBenluft sich nicht allzusehr von der Zimmer- 
luft unterschied. In der Tabelle VI haben wir eine Ubersicht iiber div 
Messungen der P. I. bei dem normal bekleideten .,.B‘‘. Bei diesen 
Wagungen hielten wir die Temperatur zwischen 17,6 und 23,6°. Héhere 
Temperaturen vermieden wir absichtlich, da bei diesen leicht Schweib- 
sekretion einsetzen kann, die man der Kleidung wegen nicht wahrnimmt. 
Im Mittel hatte ,.B“ im bekleideten Zustand einen M. von 77,5 cal. Um 
nun die verschiedenen Werte der P. I. der nackten wie der bekleideten 
V. P. untereinander vergleichen zu kénnen, korrigierten wir sie auf einen 
M. von 77.7 Cal. welchen Wert wir bei ..B“‘ im Badeanzug fanden. Aus 


Tabelle VI. Versuchsperson ,,B* 





Respirationskamme) Versuchsraum Persp 
bei dem 
, ; Persp. Stoff- stoffwechsel- 
' Relative Relative pro Std. wechsel mittel wert 
Temperatui Feuchtig- Temperatur Feuchtig- : pro Std. von 77.7 Cal 
keit keit pri Std 
0 ( 0 g Cal x 
23.6 46 18,5 46 31,5 80 30,6 
23.6 39 19,3 38 36.4 81 35,0 
20.6 46 18.6 45 31,7 76 32,4 
20,6 45 18,2 47 218 75 28,2 
17.6 48 18.6 45 ga 71 30,5 
17.6 47 17.8 48 34.2 83 31,8 
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‘inem Vergleich der Werte in Tafel 1V geht nun hervor, dab der 
KinfluB der Kleidung bei einer relativen L. F. von 40 bis 45°, nicht 
gro ist. In der Abb. 12 haben wir die P. 1. bei der bekleideten V. P. 
durch Kreuzzeichen dargestellt, die der unbekleideten durch Punkte. 
Man sieht, daB der EinfluB der Kleidung sehr gering ist. 
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Abb. 12. Einflufi der Bekleidung auf die P. I. Die Punkte gelten fiir die Versuche im Bade 
anzug, die Kreuzchen fiir die in der gewéhnlichen Kleidung. 


1 


Gewichtsverlust bei der schwitzenden Versuchsperson. 


Die eine von unseren V. P. schwitzte in der Respirationskammer bei 
einer Temperatur von 27,5°, und zwar deutlich sichtbar, besonders an Handen 
und FiiBen. Wir haben mit dieser V. P. bei dieser Temperatur zwei Versuche 
angestellt, den einen bei einer relativen L. F.von 41 °,, den anderen bei 78 “,. 
Unter diesen Umstinden betrug pro Stunde der CGewichtsverlust in der 
trockenen Luft 30g, und bei 78°, 38,8 ¢. Der M.-Wert war beim ersten 
Versuch 74 Cal, beim zweiten 76 Cal. Die Gewichtsverluste haben wir, 
schon korrigiert, fiir einen mittleren M. von 75 Cal angegeben. Wir fanden 
daher, im Gegensatz zu den Versuchen, wo die V. P. nicht sechwitzte, dab 
die schwitzende V.P. an die feuchte Luft mehr Wasserdamprt abgibt als 
an die trockene. Genau dieselbe Beobachtung machten wir dann auch noch 
an einer anderen V. P. 

Vergleicht man nun die Zeiten, die die V. P. nétig hatte, um eimen 
Giewichtsverlust von 2 g zu erleiden, so zeigt sich, da® diese am Versuchs 
ende bedeutend kleiner sind als im Beginn. In der Abb. 13 bilden wir zwei 
Kurven ab, welche diese Zeiten im Verlauf der Wagung vorstellen bei 
trockener und feuchter Kammerluft. Die schnellere Gewichtsabnahme am 
Versuchsende mu verursacht sein durch das Schwitzen. Zu Versuchs 
beginn, 15 bis 20 Minuten nach dem SchlieBen der Kammer, verlor die V. P. 
3.61 gin 8 bis 9 Minuten. Berechnet fiir 1 Stunde ergibe dies einen Gewicht- 
verlust von 24 bis 27 g, was, bezogen auf einen mittleren M. von 75 Cal, 
welchen Mittelwert dem von ,.B°* ungefihr entspricht, nicht hoch genannt 
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werden kann. Da diese nicht sehr groBe Wasserabgabe erst 15 Minute: 
nach dem Eintritt in die Respirationskammer vor sich geht, so kann dis 
Schweifisekretion nicht reflektorisch in Gang gebracht sein. Das Schwitze: 
ist vielmehr verursacht durch die Unmdglichkeit, durch Strahlung Leitun,: 
und Wasserdampfabgabe in den Lungen und durch die P. 1. Warme ab 
zugeben und also die Temperatur konstant zu halten. Wie schon Goslinga (35 
hervorhob, mu eine gewisse Zeit verstreichen, ehe der Kérper seine Tem 
peratur wieder einreguliert hat. Denn ehe das Schwitzen beginnt, muB di: 
Korpertemperatur erhéht sein. Die grobe Warmekapazitat des Korpers is 
bei diesem Gedankengang natiirlich beriicksichtigt. Tatsachlich ist aus de: 
Abb. 13 zu sehen, daB erwartungsgemaB die Schweibsekretion erst nac!} 
einiger Zeit eintritt, wohl erst dann, wenn ein wenig Schwei, der aber nicht 
sichtbar ist, verdampfte. 
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Abb. 13. Die Gréfe der P. I. wiihrend der Wagung. Abszisse Wigezeit, Ordinate Zeit, innerhalb 
der die V. P. 2g leichter wird. A Verlauf der P. I. in trockener Luft (41°/9), B in feuchter 
(78°/). Beide Versuche bei 27,5°. 

Wir kommen somit zu der SchluBfolgerung, daB bei einer mit ihrer 
Umgebung im Gleichgewicht befindlichen V. P. die relative L. F. ohne 
EinfluB auf die P. I. ist. Befindet die V. P. sich nicht im Gleichgewicht 
mit ihrer Umgebung, so verliert sie an Gewicht und zwar in trockener 
Luft mehr als in feuchter. Wir konnten feststellen, daB nicht die V. P. 
selbst Gewichtsaénderungen erfahrt, sondern die Kleider (Badeanzug). 
die Haut, die Haare, die B. K. M. Fliissigkeit aufnahmen. Betrachten 
wir die V. P. von thermischem Gesichtspunkt aus, so miissen wir die V. P. 
mit ihrer Kleidung, mit ihrer Haut und den Haaren als eine Einheit auf- 
fassen. Die Fliissigkeit, die den Kérper verlaBt und im Badeanzug 
kondensiert wird, hat fiir die Warmeabfuhr keinerlei Bedeutung. Die 
V. P. wird daher in feuchter Luft in gleichen Zeiten etwas weniger leicht 
die Warme abgeben kénnen als in trockener Luft. Das wird bei einer 
V. P., die bei 27,5" und langerem Aufenthalt schon zu schwitzen beginnt, 
in feuchter Luft noch friiher eintreten. In feuchter Luft wird die Warme- 
abgabe daher langer durch SchweiBsekretion unterstiitzt werden als 
in trockener. So erklaren wir uns einen eben beschriebenen Versuchs- 
ausfall wie er auch bei Moog (27) vorkam, daB eine V. P. in feuchter 
Luft mehr Wasser abgibt als in trockener. 
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Uber Perspiratio insensibilis. 


Zusammenfassung '. 


Ks gelang uns festzustellen, da die Perspiratio insensibilis 
lurch die von uns untersuchten aduBeren Faktoren nur sehr wenig 
beeinfluBt wird. Das Studium der alteren Literatur wiirde eher zu 
einer anderen SchluBfolgerung fiihren, da’ namlich die Pe spiratio 
insensibilis sehr stark dureh Temperatur und Luftfeuchtigkeit 
beeinfluBt wird. Man findet Autoren, die der Meinung Ausdruck geben, 
daB in feuchter Luft weniger Wasser von Haut und Lungen abgegeben 
wird als in trockener, andere sehen wiederum in der relativen Luftfeuchtig- 
keit keinen bedeutenden Faktor der Fliissigkeitsabgabe des Kérpers. Nur 
Voog fand bei der Temperatur von 25° einen staérkeren Wasserverlust in 
feuchter Luft. Unsere Versuche gestatten nur die eine SchluBfolgerung, 
daB eine Differenz der relativen L. F. von 35°,, wenn tiberhaupt, so 
nur einen sehr geringen EinfluB auf die Perspiratio insensibilis aus- 
zuuben vermag, vorausgesetzt, daB die Versuchsperson sich im Gleich- 
gewicht mit der relativen Feuchtigkeit ihrer Umgebung befindet. Wird 
bei kurzdauernden Versuchen die Versuchsperson plétzlich einer anderen 
Liftfeuchtigkeit, mit der sie nicht im Gleichgewicht war, ausgesetzt, 
dann kann man wohl den Kindruck bekommen, da die Fhissigkeits- 
abgabe in trockener Luft gréBer ist als in feuchter. 

Unter ganz besonderen Umstanden, wenn namlich die Versuchs- 
person wahrend des Versuchs schwitzt, kann man Werte erhalten, die 
anzeigen, daB in feuchter Luft mehr Flissigkeit abgegeben wird als 
in trockener. 

Wir sahen alle in der Literatur beschriebenen Zustainde auch in 
unseren Versuchen. Wir glauben aber die in der Literatur gefundenen 
Kinfliisse der relativen Luftfeuchtigkeit auf die Perspiratio insensibilis 
auf Versuchsfehler, etwa fehlendes Gleichgewicht von Versuchsperson 
und umgebender Luft oder auf Schweibsekretion waihrend des Versuchs 
zuriickfiihren zu k6énnen. 

In einem Temperaturgebiet von 20 bis 28,5° fanden wir die ‘Tem- 
peratur die Perspiratio insensibilis der Versuchsperson im Schwimm.- 
anzug nur im ganz geringen Grade beeinflussen, was in Uberein- 
stimmung mit Benedict und Root ist. 

Auch der dritte Faktor, die Dicke der Bekleidung, war nur von ganz 
unbedeutendem EinfluB, vorausgesetzt, daB die Kleidung im Gleich- 
gewicht mit der relativen Luftfeuchtigkeit stand. Benedict und Benedict 
(15) und de Rudder (14) fanden dasselbe. Bemerkenswert ist der geringe 
Betrag der Perspiratio insensibilis unserer Versuchspersonen. 


' In einer vorlaufigen Mitteilung (Acta Brevia Neerl. 3, 98, 1933) haben 
wir etwas abweichende SchluBfolgerungen mitgeteilt, da wir damals alle 
Versuchsfehler noch nicht ausschlieBen konnten oder noch nicht zu_ be- 
rechnen in der Lage waren. 
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Die Variabilitat der Perspiratio insensibilis war bei unseren Ver 
suchen bei ein und derselben Versuchsperson unter méglichst gleiche) 
Umstanden sehr grob. Bei einem Vergleich der Perspiratio insensibili: 
verschiedener Versuchspersonen, so wie das Benedict, Root und Schwar/ 

taten und wie es auch fiir die Stoffwechselbestimmung aus de 
Perspiratio insensibilis nétig ist, wird die Variabilitét noch grébe: 

Abweichungen von 20°, von der Geraden, welche das Verhaltnis Pe: 

spiratio insensibilis und Stoffwechsel angibt, sind gar nicht selten 
Daraus folgt die Unmdéglichkeit, den Stoffwechsel aus der Perspiratio 
insensibilis genau zu bestimmen. Angesichts dieser groBen Variabiliti' 
erscheinen die Einfliisse durch relative Luftfeuchtigkeit und Lufttempe 
ratur, sowie die Veranderung, welche die Perspiratio insensibilis dure! 
verschiedene Bekleidung erfaéhrt, auBerordentlich klein und belanglos 
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Respirationsapparat fiir ein Kleines Tier. 
Von 
S. Belék und A. Hlényi. 
\us dem Institut fiir exper. Path. und Bakt. der P. Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 6. Juli 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die gebrauchlichen Respirationsapparate fiir kleine ‘Tiere sind 
zumeist ganz unverlaBlich und ihre Handhabung’ ist manchmal 
schwierig. Wir arbeiteten sehr viel mit der Benedictschen Einrichtung 
und trotz der zahlreichen Versuche, welche zur Lésung irgendeiner 
Fragestellung ausgefiihrt wurden, konnten wir nie befriedigende Er- 
gebnisse erzielen. Bei der genannten Anordnung ist der Gasraum 
Druckverdinderungen ausgesetzt, welche durch die zahlreichen Ver- 
bindungen eine nicht kontrollierbare Heraus- und Hineinwanderung 
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Abb. 1. A Kifig, B Birette, J Gasraum, @ Kette zum Aufhiingen der Platt 
H Arm zur Bewegung der Platte, A Rohr fiir Sauerstoff, M Wassermanometer, 
0 Baryvtwasser, 7 rhermometer, | Wasserbad, 


der Zimmerluft verursachen kénnen. Es scheint, daB diese Mibstande 
nicht nur bei uns vorkommen, denn wir sehen. dal} andere Institute 
dieselben Fehlerquellen beobachteten und korrigierende Auswege 
suchen. So hat namentlich Plyi vorgeschlagen, den Stickstoffgehalt 
der im Apparat zirkulierenden Luft beim Abschlu eines Versuchs 
zu bestimmen und aus ihm die nétige Korrektur zu berechnen. Diese 
betragt nach Pélyi gegen 5 bis 6°, des Sauerstoffverbrauchs. Eine 


solehe Korrektur ist natiirlich nur anwendbar. wenn die Luftbewegung 
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zwischen dem eingeschlossenen Gas und der atmospharischen Lutt 
sicher nur in einer Richtung vorkommen kann. Ist aber sowohl ei 
Kinsaugen als auch ein Herausstré6men des Gases im System mdglich 
so kénnen diese Fehlerquellen nicht mehr berechnet werden. 

Wir trachteten danach, eine Einrichtung zu konstruieren, welch: 
das komplizierte Zirkulationssystem und die Druckanderungen ganzlic! 
ausschaltet. Es handelt sich um einen voéllig geschlossenen Raum, etw 
um einen Exsikkator (s. Abbildung 1), welcher durch seinen einzige 
Gummistopfen mit einem Manometer, einem Thermometer und mit 
zwei Glasréhren verse.en ist. Durch den Sauerstoffverbrauch ent 
steht im Raum ein Unterdruck, weleher durch EinflieBenlassen der 
entsprechenden  Fliissigkeitsmenge aus einer Birette ausgeglichen 
wird. Die verbrauchten Kubikzentimeter Fliissigkeit geben die ver 
brauchte Sauerstoffmenge an. Die eingelassene Fliissigkeit ist ein 
gestelltes Barytwasser, welches zur Bestimmung der Kohlensaéure zum 
SchluB des Versuchs zuricktitriert wird. Um die Kohlensaéureabsorption 
zu sichern, setzen wir das Barytwasser in Bewegung, wodurch imme1 
neue QOberflachen entstehen und auch der Gasinhalt in Bewegung 
gesetzt wird. Auf diese Weise ]aBt sich eine so weitgehende Absorption 
erreichen, daB im Gasraum nicht mehr als etwa 0,05°% CO, zuriick 
bleiben und bei Verwendung guten Barytwassers die Kohlensaure 
restlos gebunden wird. Diese Bewegung besteht in einer Hin- und 
Herverschiebung des Apparates in Horizontalrichtung. Die Ausschlage 
betragen 5 bis 6 em und die Frequenz gegen 40 in der Minute. Zu diesem 


Zweck wird das Gerat auf eine Unterlage gesetzt, welche in ihren vier 


Kanten auf ein stehendes Gestell angehangt und durch einen Arm 
exzentrisch mit einer Motorachse verbunden ist. Die Schaukelbewegung 
hat iibrigens auch sonst ihre Vorteile, denn nach Mansfeld wird das 
Tier dadurch betéubt, verhalt sich ruhiger und infolgedessen lassen 
sich die durch Bewegungen des Tieres hervorgerufenen Fehlerquelen 
vermindern. 

Das Tier liegt in einem entsprechenden Drahtkafig, welcher aut 
vier 6 bis 8em hohen DrahtfiiBen steht, damit die Wellen des Baryt- 
wassers nicht in den Kafig eindringen kénnen.~Durch eine entsprechende 
Drahtvorrichtung wird dafiir gesorgt, daB der Kafig bei Bewegung 
des Apparates festsitzt. Das Gerat wird in| ein entsprechend tempe- 
riertes Wasserbad gesetzt. 

Der Gang des Versuchs ist folgender: 

Das Tier wird in dem bereits vorher temperierten Gerat untergebracht. 
Wir warten so lange, bis das Thermometer die gewiinschte Temperatur 
anzeigt, dann 6ffnen wir den Hahn des Manometerrohres J und leiten in 


den Raum durch das Rohr AK Sauerstoff, dann entnehmen wir mit einer 
Hempel-Pipette Gas aus dem Raum zur Bestimmung (Haldane) des an- 
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inglichen CO,-Gehalts. Gleichzeitig lassen wir 150 cem Barytwasser ein 
ieBen, schlieBen die Héahne, lesen Temperatur und Barometerstand ab 
nd setzen das Gerat in Bewegung. Zeigt unser Manometer einen negativen 
Druck an, so lassen wir Barytwasser hineinflieBen, jedoch pflegen wir eine 
enaue Einstellung und Ablesung nur halbstiindlich auszufiihren. Am Ende 
des Versuchs lesen wir wieder Temperatur und Barometerstand ab, geben 
‘eich nach der letzten Ablesung wieder 150 cem Barytwasser hinein, um 
mit der Hempel-Pipette eine neue Probe entnehmen zu kénnen, 6ffnen das 
CefaB, entfernen das Tier. 





> , Zimmer- Raum- : : 
Zeitpunkt “Tahieeck temperatur temperatur paryt er ~~ ses 
Se 0¢ 0C cem , 
- — 150.0 
104 30’ 749.0 i9 27 104,0 89,54 
11 749,0 19 27 93,6 80.59 
11 30 749,0 19 26,8 112.4 96,86 
12 749.0 19 26,8 104,90 89,54 
— — 150,9 - 
714,0 356,53 
CO, — 249.9 cem, 0, — 356,53cem, RQ. — 0,701. 


Zusammenfassung. 

In einem geschlossenen Raum, in dem das Versuchstier unter- 
gebracht ist, wird der durch den Sauerstoffverbrauch fallende Druck 
durch ZuflieBenlassen von Barytwasser aus einer Biirette ausgeglichen. 
Diese Fliissigkeitsmenge gibt somit den Sauerstoffverbrauch an. Die 
Kohlensaure wird durch Riicktitration des Barytwassers bestimmt. 
Um die Kohlensiureabsorption sicher zu gestalten, wird das Gerat in 
Bewegung gehalten. 
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Uber eine Bestimmung der Summe yon Glykokoll und Serin. 
Von 
S. Rapoport. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie in Wien.) 


(Eingegangen ane 11. Juli 1935.) 


Die Moéglichkeit, Aminosaéuren in geringen Mengen Ausgang: 
materials quantitativ zu bestimmen, dabei die Bestimmung so einfac! 
und genau zu gestalten, da} Serienbestimmungen durchgefiihrt werde: 
kénnen, vermag eine Reihe bereits bearbeiteter Probleme der Lésuny 
naherzubringen und neue Problemstellungen tiberhaupt erst zu ¢1 
6ffnen. Wahrend wir diesem Ziel im Falle der Hexonbasen und eines 
groBben Teiles der aromatischen Aminoséuren durch eine Anzahl gut 
ausgearbeiteter Methoden miaihergekommen sind, ist man bei den ali 
phatischen Aminosduren weit davon entfernt. [hre Bestimmung beruht 
mit Ausnahme der Alaninbestimmung nach Fiirth, Hermann und Scholl! 
noch immer auf der priparativen Trennung mit Hilfe der Estermethode 


nach Emil Fischer. Die Zahlen, die diese angibt, sind Minimalzahlen, dic 


fiir Serin z. B. nicht einmal eine rohe Schatzung erméglichen?. AuBerdem 
ist diese Methode auBerst langwierig und erfordert eine groBbe Meng: 
Ausgangsmaterials. 

Gerade fiir die einfachste der aliphatischen Aminoséuren, das 
Glykokoll, eine analytische Methode zu schaffen, schien mir auch im 
Hinblick auf die Haufigkeit seines Vorkommens wichtig und interessant 
Ich dachte dabei an folgendes Prinzip: Das Glykokoll wird durch 
Desaminierung mittels Natriumnitrit in Glykolsdure iibergefiihrt und 
diese durch Permanganat zur Oxalsdure oxydiert, deren Bestimmung ja 
keine Schwierigkeit bietet. Es blieb dabei die Frage offen, ob nicht dic 
Oxysauren, die aus anderen Aminosduren entstehen, zum groBen Teil 


oder avssehlieBlich Oxalsdure liefern. Das Experiment zeigte, daB auBer 
den Dicarbonsduren, deren Beseitigung nach Foreman leicht durchfiihrbar 


ist, nur noch das Serin, dieses aber quantitativ, Oxalsdure liefert. 
Ich versuchte die 'Trennung von Glykokoll und Serin auf der Basis 
durchzufiihren, daB ich einerseits die Summe der beiden auf Grund der 
eben skizzierten Methode bestimmte, das Serin selbst nach vorhe1 
gehender Reduktion mit Jodwasserstoffsdure zu Alanin nach dem Vor- 
gang Friedemanns* bestimmte. Leider gelang es mir noch nicht, diesen 
Teil der Versuche zum AbschluB zu bringen, jedoch deuten Vorversuche 


' Diese Zeitschr. 251, 404, 1932. 2 E. Abderhalden, ebenda 262, 
328, 1933. 3 J. of biol. Chem. 73, 335. 
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wohl mit Serin allein als auch bei Gegenwart von Glykokoll darauf hin, 
iaB ein soleher Vorgang nicht aussichtslos sein dirfte. Weitere Versuche 
nd im Gange, um das Verfahren auch fiir Kiweibhyvdrolysate anwendbat 
u machen. [Ich halte es dennoch ftir niitzlich, diese Versuche jetzt 
schon zu veréffentlichen, da auch die Bestimmung der Summe von 
Glykokoll und Serin in vielen Fallen aufschluBreich sein diirfte. Vor 
lem habe ich dabei glykokollreiche Substanzen (StiitzeiweiBe, Fibroin 
i.a.) vor Augen, deren Seringehalt nicht mehr als 2 bis 5°, ihres 
Glykokoligehalts entspricht. | 


Methodik. 
* 


Versuche dber die quantitative Oxydation der Glykolsdure. 


Kine Lésung von Glykolsiure entsprechend 4 bis 20 mg wird mit 1,5 g 
\tznatron und 15 cem einer etwa n 10 PermanganatlOsung versetzt und in 
einem Hrlenmeyer-Kolben auf einem Drahtnetz etwa 30 Sekunden sieden 
velassen. Dann wird vorsichtig Natriumhyposulfit, insgesamt etwa zwei 
Messerspitzen, zugesetzt. Es tritt dabei eine ziemlich starke Reaktion auf, 
und wahrend man weiter sieden lat, hellt sich die Suspension auf und wird 
zum SechluB ganz wei. Sobald dies geschehen ist, nimmt man das Gefab 
vom Drahtnetz herunter, li8t etwas abkiihlen und setzt dann einige Kubik 
zentimeter Eisessig zu. Der weiBe Niederschlag lést sich auf und es tritt 
eine starke Gasentwicklung von Schwefelwasserstoff und Schweteldioxyd 
auf. Nach vollstandigem Abkiihlen setzt man von einer starken alkoholischen 
Jodlésung solange zu, bis sich die Reaktionsfliissigkeit braun farbt. Es wird 
quantitativ in ein groBes Zentrifugenglas iiberspiilt. 4 cem emer 2 mol. 
Caleiumchloridlésung zugesetzt, sodann 1 Stunde stehengelassen. Nun wird 
zentrifugiert und zweimal unter Aufwirbeln des Niederschlags mit je LO bis 
15 cem destilliertem Wasser gewaschen. Die tiberstehende Fliissigkeit ist 
dann vollkommen farblos. Im Zentrifugenglas werden 5cem einer 50° igen 
Schwefelsaure zugesetzt und diese sodann auf 3 Minuten in ein kochendes 
Wasserbad gestellt. Titriert wird mit einer n 10 oder n/20 Permanganat- 
lésung aus einer Halbmikrobiirette. leem n lO Glykolsiure entspricht 
2cem einer n/10 Permanganatlésung nach der Gleichung: C,H,O, — O 

C,H,O, + H,0; C,H,0O, + 0 = 2CO, + H,0. 


Tabelle IL. 





Menge Theoretischer Per- Tatstchlicher Fehler 
m/10 Glykolsiéure manganatverbrauch Verbrauch 

ecm ecm ecem 

5) 4,00 4.01 0,25 
1.5 3,00 2.98 0,66 
l 2.00 2.00 O00 
0,75 1,50 1,42 0,39) 
05 1,00 0.95 5,09 


Die Versuche tiber den EinfluB der Atznatronmenge auf das Er- 
gebnis zeigten, daB die Zahlen innerhalb von 0,5 bis 3g Atznatron 
| vollkommen konstant sind. 
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Tabelle I. 





m/10 Glykolsiure | Menge Atznatron goog "Seman 
cem g ecm ecm 
1 3 2.00 1,92 
1 2,5 2.00 1,98 
1 2 2.00 1,93 
1 1.5 2,00 1,96 
1 0.8 2.00 1,92 
1 0.5 2.00 1,93 


Ich stellte auch Versuche tiber die Kochdauer, die zur Oxydation 
notwendig ist, an. Sie ergaben, daB bei einer Kochzeit von 30 Sekunden 
die quantitative Oxydation zur Oxalséure gewahrleistet ist, wahrend ein 
Uberschreiten dieser Zeit bis itiber 2 Minuten ohne Einf!u8 ist. Damit 
ergaben diese Versuche als Endergebnis, da8B die Oxydation der Glykol- 
siure mit alkalischem Permanganat ein quantitativer Vorgang ist. 

Versuche mit reinen Glykokollésungen: Die Methodik unterscheidet 
sich nur dadurch, daB man erst eine Desaminierung des Glykokolls vor- 
nehmen muB. Ich ging dabei nach Th. E. Friedemann und A. J. Kendall! 
vor. In einem 250 cem Erlenmeyerkolben wird eine Glykokollésung mit 
70cem Wasser und 0,5cem konzentrierter Salzsiure versetzt, in ein 
kochendes Wasserbad gestellt und 15 cem einer 2,5%igen Natrium- 
nitritlésung tropfenweise aus einer Pipette zuflieBen gelassen, dann in 
gleicher Weise eine 7,5°%ige Harnstofflésung zugesetzt. Die Dauer 
dieser Prozedur soll 20 Minuten fiir jede Lésung betragen. Es wird 1,5 g 
Atznatron zugegeben und auf dem Drahtnetz die Fliissigkeit auf ein ganz 
kleines Volumen, etwa 4 bis 8 ccm, eingeengt. Dann werden 15 ccm 
n/10 Permanganat zugesetzt und weiter in derselben Weise wie bei 
der Glykolsiure verfahren. 


Tabelle III. 





Menge Theoretischer Per- Tatsichlicher Wehler 
m/10 Glykokoll manganatverbrauch Verbrauch 
ecm ecm cem Ff 
2 4,90 3,92 2,09 
1,5 3,00 2,97 1,00 
1 2,00 1,92 4,00 
0,75 1,50 1,44 4,00 


Versuche mit reinen Serinlésungen: Der eingehaltene Vorgang ent- 
spricht genau dem der Glykokollbestimmung, jedoch sind die Resultate 
regelmaBig um etwa 10% zu _ niedrig. 


' Ronas Ber. 60, 371. 
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Bestimmung von Glykokoll und Serin. 


Tabelle IV. 





Menge m/i0 Sern | cisereateerncnech | “Werbrata” rete 
com ccm ecm ¢ 
2 4,00 3.60 10.00 
1.5 3,00 2.71 9.70 
l 2,00 1,82 9,00 
0.75 1,50 1,36 9,93 


Oxydationsversuche mit anderen Aminosduren: Ich stellte mit derselben 
Methodik auch Versuche mit anderen Aminosaduren an. 


Tabelle V. 








Meuse Permanganat- Menge Permanganat- 

Aminosdure S verbrauch \minosiure verbrauch 
mg ecm mg ecm 
iienie 5 8 16,6 0.17 Tyrosin 15,2 0,19 
Venn. 6. 9 oe 0,17 Histidin . . | 15,0 0,20 
beucm ... . 137 0,17 oe 14,9 Q.18 
Cystem . . . . |} In 0,17 Oxyprolin 13,2 0,17 
CO eis ae 7. 0,23 Tryptophan . . 17,2 0,17 

Arginin. .. . || 17,3 0,21 Asparaginsaure 16,0 3,32 ! 

Phenylalanin. . 15,0 0,17 Glutaminsiure . 17,4 3,84 ! 


Es geben also nur die Dicarbonsduren namhafte Mengen Oxalsaure. 
Daher erschien es geboten, diese Sauren nach Foreman von vornherein zu 
beseitigen. 

Methodik fir EiweiBhydrolysate: 3g Protein werden mit 60 ccm 
20 °%oiger Salzsaure 40 Stunden lang hydrolysiert, die Salzsdure wird im 
Vakuum vertrieben, mit 10°,iger Kalkmilch lackmusalkalisch gemacht, 
mit 200 cem Wasser versetzt und im Vakuum auf 10 ccm eingeengt, mit 
100 cem 96°% igem Alkohol portionsweise versetzt, dann wird zur Be- 
seitigung der Dicarbonsauren durch ein Faltenfilter filtriert, mit Essig- 
saure neutralisiert, der Alkohol im Vakuum vertrieben und der Riick- 
stand im MeBkolben auf 250 ccm aufgefiillt. Fiir die Bestimmung wird 
eine Menge entsprechend 100 mg Protein verwendet. 

Von den Versuchen mit Glykokollzusatz seien nur folgende an- 
gefiihrt : 

100 mg Casein + 15 mg Glykokoll, gefunden 23,21 mg, entsprechend 8,21 °, 
Glykokoll im Casein; 

100 ,, Casein + 7,5 mg Glykokoll, gefunden 15,53 mg, entsprechend 8,03 ©, 
Glykokoll im Casein; 


100 ,, Fibroin + 7,5 mg Glykokoll, gefunden 47,18 mg, entsprechend 
39,68 °, Glykokoll im Fibroin; 
40 ,, Fibroin + 15,00 mg Glykokoll, gefunden 31,22 mg, entsprechend 


40,55 °, Glykokoll im Fibroin. 


Biochemische Zeitschrift Band 281. 
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Tabelle VI. 





Protein ale Glykakoll mnesuinies Literaturwerte 
berechnet 0 
Gelatine 25,9 | H. D. Dakin}: 
26,25 26.45 25,5°% Glykokoll 
26,66 0.4 °.. Serin 
H. C. Kingston u. 8. B. Schryver*: 
17,44—18,2°,, Glykokoll 
E. Fischer, P. A. Levene u. R. H. Aders 
16.5% Glykokoll 
0,4 °, Serin 
P. A. Levene u. W. H. Beatty*: 
19,25 % Glykokoll 
Klastin 31,50 | FE. Abderhalden u. B. Schittenhelm®: 
32,04 31.82 25,75 °. Glykokoll 
31,75 
Fibroin 39,70 | E. Abderhalden und Mitarbeiter" tinden be 
40,66 ° 40,23 verschiedenen Seidenarten von 12,5—40.5°, 
40,32 schwankende Glykokollwerte 
E. Fischer u. B. Skita’. 
36% Glykokoll 
destin 4,45 | FE. Abderhalden*: 
4,32 4,42 3,8 % Glykokoll 
4,59 | 0,33 °, Serin 
E. Abderhalden u. O. Rostoski® : 
0.4% Serin 
Sericin 7.97 | E. Fischer u. B. Skita*”: 
7,85 7,91 0,.1—0,2% Glykokoll 
7,90 6,6 % Serin 
E. Abderhalden"': 
1,2% Glykokoll , 
5,8 °, Serin 
Tiirk 2: 6.81 Serin 
Casein 8,20 C. Foreman'!*: 
8,15 8,18 05% Glykokoll 
“a 0,45 °% Serin 


H. D. Dakin": 
0,45 °. Serin 


Diskussion der Resultate: Es wurden fiir das Elastin, Edestin. 
Sericin etwas héhere als in der Literatur angegebene Werte erhalten 
Der Wert fiir die Gelatine entspricht dem héchsten in der Literatur an- 
gegebenen. Der Gehalt im Fibroin ist nicht ohne weiteres mit de 


' J. of biol. Chem. 44, 499. * Zeitschr. f. phys. Chem. 35, 70. 
’ Biochem. J. 18, 1070. ' Zeitschr. f. phys. Chem. 49, 252. 5 Ebenda 
41, 293. 6 Ebenda 120, 207; 68, 273; 58, 334; 59, 236; 61, 256; 61. 
259; 62, 129; 64, 460; 64, 463. 7 Ebenda 33, 177. — §& Ebenda 37, 499. 
® Ebenda 44, 264. — ' Ebenda 35, 221. 'l Ebenda 62, 142. 


 Ebenda 111, 70. — !3 Biochem. J. 13, 378. "4 J. of biol. Chem. 44, 499. 











n be 
52 


tin. 


ten 
an- 
der 


nda 
LOY, 


L99. 











Bestimmung von Glykokoll und Serin. 30 


Literatur vergleichbar, da Seiden verschiedener Herkunft sehr ver- 
schiedene Glykokollmengen enthalten. Fiir das Casein bekam ich jedoch 
vollkommen abweichende Werte. Eine Erklarung fiir diese Abweichung 
vermag ich nicht zu bieten; vielleicht handelt es sich um eine Stérung, 
die durch die gerade im Casein vorkommenden Oxyaminosauren noch 
ungeklairter Konstitution herbeigefiihrt sei kénnten. Auch die Alanin- 
methodik nach Firth und Mitarbeitern zeigt gerade beim Casein be- 
sonders hohe Werte. 


Vorldufige Versuche zur Serinbestummuny. 


Das Prinzip beruht auf der Reduktion von Serin mit Phosphor und 
Jodwasserstoffsiure zu Alanin nach dem Vorgange von E. Fischer und 
H. Leuchs'. Eine eingewogene Menge Serin zwischen 4 bis 50 mg wird mit 
40 bis 50 mg roten Phosphors und 





leem Jodwasserstoffsiure von 1,9 Tabelle VII. 

spez. Gew. im Mikrobombenrohr 

5 Stunden lang auf 120° erhitzt. Serin- Gefundenet Fehler 
. . > ; a einwage Wert 

Es wird in ein Becherglas iiber- ont ioe oj 

spilt, die Jodwasserstoffsiure 

durch feuchtes Silberoxyd entfernt, 48 46,22 3,7 
das gebildete Alanin desaminiert 11 10,53 4.2 
und als Milchséure nach Friede- 4,4 4,12 6.3 


mann und Kendall bestimmt. 
Die entsprechenden Resultate mit Zuwage von Glykokoll zeigt die 
Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 





Glykokoll- Serin- Gefundener Glykokoll- Serin- Gefundener 


einwage menge Wert Fehler einwage meuge Wert Fehler 
mg mg mg O}5 mg mg mg 0 
+) 6 5,85 — 2,5 10 2,4 2,46 + 2.5 
24 Eis] 11,4 + 3,6 4 4,2 4,06 — 3.4 


Indessen ergaben sich bei Anwesenheit von Alanin Schwierigkeiten, die 
ich zu tiberwinden bisher noch nicht imstande war. 

Es gelang mir jedoch inzwischen eine neue kolorimetrische Be- 
stimmung der Glycerinsdure, beruhend auf ihrer blauen Farbenreaktion 
mit Naphthoresorecin und konzentrierter Schwefelsaure auszuarbeiten, 
uber die ich demnachst ausfiihilich berichten werde. Ich fiihrte mit 
ihrer Hilfe die Serinbestimmung im Sericin durch und erhielt in vier Be- 
stimmungen 8,78, 8,75, 8,63 und 8,68°,, Mittelwert 8,71°, Serin im 
Sericin. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dab ein Mol Glycerin- 
saiure einem Mol Glykokoll und beide einem Mol Oxalsaure entsprechen. 
konnte ich aus diesen Werten und den Werten aus der Summen- 


' Ber. 35, 3793. 
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bestimmung einen Glykokollgehalt von 1,69°, errechnen. (Abderhalden 
12°, Glvkokoll, 5,8°, Serin: £. Fischer: 0,1 bis 0.2% Glykokoll, 6,6 ° 


Serin; Tiirk; 6,81°, Serin.) 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methodik zur Bestimmung der Summe von Glykokol! 
und Serin, auf der Oxydation von Glykolséure und Glycerinséure mit 
alkalischem Permanganat zu Oxalsaure beruhend, beschrieben. 

2. Die erhaltenen Werte waren fiir Fibroin 40,23°%, Elastin 31,82°, 
Gelatine 26,45°,, Casein 8.18%, Sericin 7.91%, Edestin 4,42°, (als 
Glvkokoll berechnet). 

3. Es wird iiber vorlaufige Versuche zur Bestimmung des Serins aut 
Grund seiner Reduzierbarkeit zu Alanin mit Jodwasserstoffsaéure im 
Mikrobombenrohr berichtet. 

4. Bei Anwendung einer neuen kolorimetrischen Bestimmungs- 
methode der Glycerinséure auf die Serinbestimmung im Sericin ergab 
sich fiir dieses ein Gehalt von 8,71°% Serin und 1,69°, Glykokoll. 
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Die proteolytische Fihigkeit des Speichels. 
I. Mitteilung: 


Die Kigenproteolyse des Speichels. 
Von 
Paul Fant! und Josef Weinmann. 
(Aus dem histologischen Laboratorium des zahnarztlichen Instituts det 
Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 18, Juli 1955.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es bestand die Absicht, zu untersuchen, in welchem MaBe ver- 
schiedene, dem Speichel zugesetzte EiweiBkérper gespalten werden. Um 
diesen Abbau verfolgen zu kénnen, mubte vorerst die Abbaufahigkeit dei 
dem Speichel eigenen Proteine durch das anwesende Fermentsystem be- 
stimmt werden. Daf diese Feststellung fiir jede weitere Untersuchung 
notwendig war, zeigten Versuche, in denen der Abbau von Keratin durch 
Speichel geprift wurde. Es hatte den Anschein, als ob Keratin ab- 
gebaut wiirde. Wurde hingegen der gleiche Speichel ohne Zusatz be- 
briitet, dann wurde die gleiche Menge stickstoffhaltiger Abbauprodukte 
erhalten wie bei EiweiBzusatz. Das Schrifttum nimmt auf diese Tatsache 
keine Riicksicht. Alle Autoren, die sich mit der Spaltbarkeit von Eiweil 
durch Speichel befassen, lassen den Eigenabbau auBer acht und fiihren 
die erhaltenen Analysenergebnisse auf Abbau des zugesetzten Eiweib- 
kérpers zuriick!. 

Der Gehalt an Proteinasen im Speichel [gemessen durch den Rest- 
N-Zuwachs in mit Toluol iiberschichteten Speichelproben (Tabelle 1)] 
ist sehr verschieden. Es gibt Menschen, die auch bei mehrfacher Unter- 
suchung kaum Spuren davon enthalten bis zu solehen, die auf 100 cem 
Speichel etwa 60 mg Eiweif in 24 Stunden bei 37° abbauen. Wenn auch 
bei verschiedenen Personen der Gehalt an Proteinasen verschieden ist, 
so ist es doch auffallend, daB bei der gleichen Versuchsperson der Gehalt 
an Proteinasen nur innerhalb gewisser Grenzen schwankt. Diese Tat- 
sache ist wahrscheinlich von physiologischer bzw. pathologischer Be- 
deutung. 

Die Berechtigung, aus dem ermittelten Rest-N-Zuwachs auf einen 
fermentativen EiweiBabbau zu schlieBen, ergab sich aus folgenden 
Feststellungen. 


Literatur bis 1925 in K.Oppenheimers Handb. d. Biochem. « 
Menschen u. d. Tiere, 2. Aufl., 4, 1925; ferner R. Willstdtter, EB. Bamann u 
M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 88, 1930; O. Voss, ebencda 
197, 42, 1931. 
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Tabelle I. 





Rest-N in mg-°/) N 


sta dad Pu > 
Speichel. nach des inak- ee- 
Name ‘abnahme &@8° = Ps 2 stiindi- des nach Be- tivierten | briitung: 
ger Be- Ausgangs-| priitung Speichels,  dauer 
briitung materials nach Be- 
Min. eem briitung Tage 
i ar. 35 15 7,3 _ 16,38 26,46 16,52 8 
i L. St. 20 20 7,0 11,34 14,0 11,80 7 
i Pt; 60 32 6,9 14,70 27,16 14,98 ie 
H H.W. 30 — —_ 16,38 22,12 16,24 1 
H N. 30 17 7,4 7,6 11,4 12,7 10,1 5 
i Dr. St. 30 22 7,6 7,8 13,7 18,2 10,5 (3 
K. M. 60 38 7,6 7,8 10,5 14,3 11,5 1 
S. 45 26 7,6 20,3 20,8 20,02 2 
1 
| 
| 


1. Durch '/, bis '/,stiindiges Kochen von Speichelproben und nach- 


heriges Bebriiten werden die gleichen, gelegentlich sogar etwas tiefere 
Rest-N-Werte ermittelt als im frischen Speichel. Die tieferen Werte 
sind durch NH,-Verluste beim Kochen zu erklaren. 

2. Die Wasserstoffionenkonzentration (pu), kolorimetrisch bestimmt, 
bleibt in einigen Fallen unverandert, in anderen schwankt sie sowohl! 
nach der sauren, wie auch nach der alkalischen Seite. Doch sind die 
Schwankungen im allgemeinen nicht so groB, daB man auf Faulnis- 
vorgange schlieBen kénnte. 

3. In einigen Fallen wurden die Spaltprodukte direkt durch die von 
W illstdtter angegebene alkalimetrische Messung der EiweiBspaltprodukte 
in alkoholischer Lésung (in der Bearbeitung von Grassmann und Heyde') 
bestimmt. In Fallen, bei denen ein gréBerer Rest-N-Zuwachs gefunden 
wurde, wurde festgestellt 


(Tabelle IT). 


auch entsprechender Aminosdurezuwachs 





Tabelle II. 
re ee Pu Rest-N in mg-°/9 N 
: Speichel- — yenge Paci . +d Amino- 
Name = ahn: Menge nach nach A Rest-N roe ey 
abnahme 24 stiindiger 24 stiindiger siure-N 
Min. eem Bebriitung Bebriitung 
A 120 28 7,4 7,6 20,72 27,58 6,86 5,32 
S. 60 25 7,2 7,4 17,22 31,05 13,83 7,42 
I. 55 33 42 2 13,3 18,2 4.9 6,16 
KF. 63 43 4,2 7,2 15,4 20,1 4,7 4,6 
I. 40 14 6.9 7,0 20,3 28,0 fey 6,0 


Der Sitz der Fermente ist lediglich in den Formelementen des 
Speichels gelegen, denn Filtrate von frischem Speichel durch Berkefeld- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 32, 1929. 
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Proteolytische Fahigkeit des Speichels. 


Kerzen, selbst schon durch dichte Papier- 
filter, zeigten nach Bebriitung keine Ver- 
mehrung des Rest-N, wahrend die be- 
treffenden Proben unfiltriert eine sichere 
Proteolyse zeigten. Wird bloB zentrifugiert, 
dann bleibt noch eine geringe Fahigkeit zur 
Spaltung von EiweiBkérpern im Zentrifugat 
des Speichels zuriick, da ja die Trennung 
von festen und fliissigen Bestandteilen keines- 
wegs vollkommen ist (Tabelle III). 

Durch Abgabe von CO, wird das Filtrat 
alkalischer. Die groBben Differenzen zwischen 
Rest-N-Werten des Ausgangsspeichels und 
den Rest-N-Werten der Berkejfeld-Filtrate 
beruhen wohl darauf, da bei der immer- 
hin lang dauernden Filtration und dem 
starken Unterdruck Wasser verdunstet. Da- 
her werden gréBere Rest-N-Werte in den 
Filtraten erhalten als beim Ausgangsspeichel. 
Andererseits bleibt bei der Filtration Mucin 
am Filter zuriick, weshalb der Gesamt-N- 
Gehalt des Filtrats wiederum geringer ist als 
der Gesamt-N-Gehalt des Ausgangsspeichels. 

Es handelt sich bei der beschriebenen 
Kigenproteolyse nicht um eine <Autolyse, 
sondern um tryptische bzw. katheptische 
Spaltungen, wie sie W7llstdtter und Mitarbeiter 
(l.c¢) an mit Casein versetztem Speichel 
nachgewiesen haben. 


Methodik. 


Die Sammlung des Mischspeichels geschah 
durehwegs durch ein AbsaugegefaB von Personen, 
an denen kein Eingriff vorgenommen wurde. 
Zum Absaugen diente, wie die Abb. 1 zeigt, 
ein Saugréhrechen. Der durch dieses Réhrcehen 
angesaugte Speichel gelangt in ein graduiertes 
Reagensglas, das mit der Wasserstrahlpumpe in 
Verbindung steht. Diese Art der Gewinnung 
des Speichels scheint uns Vorteile gegentiber 
jenen Methoden zu besitzen, die durch Kauen 
von Fremdkérpern Speichel erzeugen, da der 
Speichel sicher nicht verunreinigt ist und quan- 
titativ erhalten wird. Es laBt sich auf diese 
Weise die Menge des sezernierten NSpeichels in 


einer gewiinschten Zeit feststellen. Vor allem 


Tabelle 
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Rest-N in mg-°/9 


Gesaimt-N in mg-° 


Art der Gewinnung des 
zellfreien Speichels 














Min 


Sterile Berkefeld-Filtrate 


11,96 
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12 
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9,94 
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mui man sich dariiber im klaren sein, daB das erhaltene Sekret dem phy 
siologisch produzierten nicht vollkommen entspricht, wenn auch dure! 
Versuche von B. P. Wulfson' festgestellt wurde, da’ eine mechaniscl: 
Reizung der Mundhohle, z. B. durch glatte Steinchen, ohne Wirkung aut di: 
Speichelsekretion ist. Andererseits ist wohl anzunehmen, da die Abgaly 
von Speichel, in welcher Form sie auch immer geschieht, einen Reiz zu 
Produktion neuen Speichels auf die Speicheldriise ausiibt. 

Zur Feststellung der Eigenproteolyse ist dieser Reiz ohne Belang. Wa 
aber das AusmaB dieser Erscheinung anlangt, ist die Art des Reizes siche: 
nicht zu vernachlassigen. Da der Reiz aber i: 
allen untersuchten Fiillen der gleiche war, kénne) 
die erhaltenen Werte untereinander verglichen 
werden. 


zur 
Wasserstrah/pumpe 





Unmittelbar nach Abnahme des Speichel- 
wurde das Material zur Verwendung genommen 
Bei Transporten, besonders in der warmen 


5 ie a ° . © TN: 
Jahreszeit, wurden die Proben auf Eis gelagert. 
{ a Die Messung der Wasserstoffionenkonzen- 


f tration geschah mit Farbindikatoren in Ka- 
[ pillaren nach der Methode von Henry A. Ellis 
| i (British Drug Houses Ltd.), Die Methode ge 
[ stattet mit wenigen Tropfen, fiir die vorliegende 
| Untersuchung hinreichend genau, bei der es 
ee, ja nur auf Vergleichswerte ankam, das px 

festzustellen. Gelegentliche Vergleiche mit 
elektrometrisch gemessenen Standardlésungen 
nach Sérensen zeigten eine gute Uberein 








Abb. 1. 


stimmung. 

Zur Bebriitung wurden jeweils 3cem des Mischspeichels, unter Um 
standen mit Zusatz der verschiedenen EiweiBkérper, welche zuvor ein 
gewogen wurden (durchschnittlich 30mg), verwendet, die mit 0,2 cem 
Toluol tiberschichtet wurden. 


Reststickstoffbestimmung. 

Es lag selbstredend in unserer Absicht, jenes EiweiSfallungsmittel zu 
benutzen, das uns bereits die hochmolekularen EiweiS8spaltprodukte zu 
erfassen gestattet. Zu diesem Zwecke wurde nach den Erfahrungen, die 
bei Untersuchungen des Serums gewonnen wurden, zuerst Trichloressigsaure 
verwendet, und zwar in Konzentrationen von 20 und 5°). Es gelang nicht 
in allen Fallen, mit diesem EiweiBfaillungsmittel wasserklare Filtrate zu 
erhalten. Wir sind daher dazu tibergegangen, Uranylacetat (1,6°)), das 
bereits von H. Becks? und H. Mathis? fiir Rest-N-Bestimmungen im Speichel 
angegeben wurde, zu verwenden. Diese EnteiweiBung lieferte uns in allen 
Fallen klare Speichelfiltrate. Die mit diesem EnteiweiBungsmittel er 
haltenen Resultate liegen allerdings wesentlich tiefer, als die mit dem zuerst 
genannten Mittel erhaltenen Werte (siehe Tabelle). 


Zit. nach Babkin, Die auBere Sekretion der Verdauungsdriisen 5. 24, 
1928. — * Ergebnisse neuerer Speicheluntersuchungen, Sammlung Meusser, 
H. 20, 1929. 3 Zeitschr. f. Stom. 31, 1021, 1933. 
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Proteolytische Fahigkeit des Speichels. I. 4] 





Trichloressigsiure Uranylacetat 
5% 4 20 0 1,6 ° 
Speichel Nr.2 . . . . 24,22 22,40 17,36 
2 ot ara at ee 60,9 28.3 
| Pee 14,28 13,72 8,26 


EnteiweiBung erfolgte bei 20° ,iger Trichloressigsiure mit gleichen 
Volumina, bei 5° iger Trichloressigsaure mit dem fiinffachen Volumen des 
Speichels. Bei 1.6°, Uranylacetat wurde nach Zufiigen des halben Volumens 
dest. Wasser zum Speichel mit dem gleichen Volumen Uranylacetatlésung 
gefallt. 

Je 2,5 cem des gelben und wasserklaren EiweiBfiltrats (1 cem Ausgangs- 
material) wurden nach Kjeldahl unter Zusatz von 1 cem konz. Schwefel- 
siure und einer Messerspitze von Kupferbronze (Naturkupfer C) verascht. 
Die Verwendung von metallisechem Kupfer hat sich als groBe Annehmlichkeit 
erwiesen; das listige und verlustbringende StoBen wird dadurch sicher 
vermieden. Die veraschten Proben werden nach Verdiinnung in die Destilla- 
tionsapparatur von Parnas und Wagner’ iiberspiilt. Als Vorlage dient 
n/50 Salzsiure (gewohnlich 5 ccm), die ziemlich lange titerbestandig bleibt. 
Es wird 5 Minuten mit eingetauchtem Kiihlrohr und weitere 3 Minuten, 
nachdem das Kiihlrohr aus der Fliissigkeit gezogen ist, im Dampfstrom 
destilliert. Die Gesehwindigkeit der Destillation wird vorher auf 3 cem 
Destillat in der Minute eingestellt. Die gesamte Destillationsmenge soll 
also bei jJedem Versuch 30 ccm betragen. Nach dem Abspritzen des Kiihl- 
rohres wird mit K.JO, und KJ versetzt und nach 5 Minuten Stehen mit 
frisch bereiteter n/100 Thiosulfatldsung unter Zusatz von Starke bis zum 
Umschlag titriert. Selbstverstandlich wurden stets Blindproben mit den 
Reagenzien durchgefiihrt und ein etwaiger N-Gehalt in Rechnung gezogen. 
Zu beachten bleibt, daB die Fehlergrenzen beim Speichel etwas weite 
gezogen werden miissen als bei homogenen Lésungen, da ja eine Suspension 
vorliegt. Die Differenzen bei den stets durchgefiihrten Doppelbestinimungen 
lagen innerhalb 0,1 com n/100 Thiosulfat, so da8 man eine diese Zahl iber- 
schreitende Differenz zwischen Rest-N des nativen Speichels und Rest-N 
des bebriiteten Speichels als Proteolysenergebnis ansprechen dart. 

Zur Inaktivierung wurden die gemessenen Speichelproben fiir 14 Stunde 
in einem siedenden Wasserbad gehalten und der Verdampfungsverlust 
durch Zusatz von destilliertem Wasser auf das uvspriingliche Volumen 
ersetzt. 

Zusammenfassung. 

Der menschliche Speichel hat die Fahigkeit, einen Teil der in ihm 
enthaltenen Eiweibkérper abzubauen. Bei dieser Eigenproteolyse handelt 
es sich um einen fermentativen Vorgang, bei dem nur eine geringe 
Anderung des pu stattfindet. Die Proteinasen des frischen Speichels 
stammen lediglich aus den Formelementen und sicher nur zum selu 
geringen Teil aus der Flora der Mundhoéhle. Der Gehalt an Proteinasen 
ist individuell sehr verschieden, halt sich aber bei ein und derselben 
Versuchsperson in gewissen Grenzen. 


! Diese Zeitschr. 125, 253, 1921. 














Die proteolytische Faihigkeit des Speichels. 
Il. Mitteilung: 
Das Verhalten menschlichen Speichels gegeniiber Eiweifkérpern. 
Von 
Paul Fantl und Josef Weinmann. 


(Aus dem histologischen Laboratorium des zahnirztlichen Instituts de: 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1935.) 


Nachdem sichergestellt war, daB der menschliche Speichel infolge 
seines in den Formelementen enthaltenen Fermentsystems die Fahigkeit 
besitzt, die in ihm gelésten EiweiBkérper abzubauen!, interessierte 
die Frage nach der Fahigkeit des Speichels, zugesetzte EiweiBkérper 
abzubauen. 


Zuerst wurde das Verhalten von menschlichem Speichel gegeniiber 
gekochtem HiihnereiweiB gepriift. In diesen wie in den folgenden Fallen 
wurde absichtlich vermieden, durch Zusatze von Puffergemischen die 
|H] zu andern, da es uns nicht darauf ankam, das Optimum der fermen- 
tativen Leistung zu erfassen, sondern vielmehr die individuelle Fahigkeit 
des Speichels, EiweiBk6rper zu spalten. Nach den Erfahrungen, die wit 
im ersten Teil dieser Untersuchungsreihe zusammengefaBt haben, war es 
notwendig, in jedem Falle der Untersuchung die eigenproteoiytische 
Fahigkeit des betreffenden Speichels gesondert testzustellen, um nicht 
etwa in den Fehler zu verfallen, den Rest-N-Zuwachs allein auf das 
Konto eines eventuellen Abbaues der zugesetzten Eiwei8kérper zu 
buchen, wie es bisher durchweg von den friiheren Bearbeitern dieser 
Frage geschehen ist. 


Versuche mit dem Speichel 18 verschiedener Personen, von denen 
einige mehrmals untersucht wurden, haben ergeben, daB in keinem 
einzigen Falle nach Zusatz von durch Kochen denaturiertem Hiihner- 
eiweiB, welches bald nach der Herstellung als Trockenpulver aufbewahrt 
und in gewogenen Mengen den gemessenen Speichelproben zugefiigt 
wurde, ein die Eigenproteolyse iibersteigender Rest-N-Zuwachs statt- 
gefunden hat, ganz gleichgiiltig, ob der Speichel eine schwache oder 
starke Eigenproteolyse zeigte. 


' Diese Zeitschr. 281, 37, 1935. 
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Proteolytische Fahigkeit des Speichels. I. 45 
Tabelle I. 
PH Rest-N in mg-%/9 N 
—_ bse ia 24 ronal 
2 " gs aa . Bebriitung 
ame |Speichel-' Menge des nach des des nach magne 
— oe a Aus- —- 24stiind. Aus- Aus- 24stiind, _bei_37°¢ 
ent mit Zusatz 
nabme gangs- Be- gangs- gangs- Be- ate GUSAtZ 
materials briitung materials materials briitung von 
gekochtem 
Hiihner- 
Min. ecm mg-? eiweib 
N.R. 45 43 7,6 8.0 10,9 13,9 13,0 
N. R. 80 33 8,2 7,6 — 8,1 10,2 9,0 
LB. 30 14 7,6 8,0 —_ 13,0 14,0 13,2 
de KE. 25 30 7,4 7,6 — 11,2 11,5 11,5 
G. Kr 60 20 7,0 6,8 —_— 19,3 29,1 29,0 
F, 60 11 6,8 — — 21,6 24.8 24,5 
th. G 15 45 8,0 7.8 54,7 11,6 12.3 11,6 
rh. G. 25 55 7,8 28,7 10,78 15,1 14,3 
lh. G. 15 45 8,0 8,2 25,2 9,8 12,6 12,0 
olge Gon. 30 17 7,5 7,6 — 14.0 21,3 20,7 
keit EK. 60 57 7,4 - 38,9 12.6 12.4 12,2 
j - 3) — 7.6 - -- 24,5 29,7 29,7 
erti Go. 20 145 7,5 - 75,3 | 21,0 | 26,3 26.9 
rpel 8. K. 25 28 7,6 7,4 —- 15,2 17.1 16,7 
Tr. 30 23 7,4 7,2 -- 16,1 39,2 29,1 
W. 55 13 7.8 6.8 - 24,1 38,9 39.6 
iber ke. 30 15 vos — 32,9 11,2 14.0 13,9 
i Si. 61 36 42 6,8 — 15,5 26,2 25,7 
orn An. 56 28 7,6 7,6 — 17,67 28,0 28,0 
die Fel. 55 33 7,2 42 _ iso 18,2 18,7 
1en- Rob. 31 35 7,6 4,3 — 12,1 21,0 21,0 
keit Weitere Versuche wurden dann mit durch Kochen denaturiertem 
wi Pferdefibrin durchgefiihrt. Auch dieses Praparat wurde, wie das Hiihner- 
res eiweiB, als Trockenpulver gewogen den Speichelproben zugesetzt. 
che Auch bei diesem Praparat konnten wir zeigen, daB ein Abbau des frisch 
icht bereiteten, gekochten Fibrins nicht stattfand. 
das 
zu Tabelle II. 
ESC] Pu Rest-N in mg-9/) N 
Dauer der nach 24stiind. 
Name  Speichel- Menge des nach des nach eer g 
nen entnahme Ausgangs- 24stiind. Ausgangs-| 24stiind. nit os nth . 
F rials Ze} : y aterials »brii , 24usatZ VO 
em material Bebriitung material Bebriitung Kochfibrin 
Min. ecm (Pferd) 
ner- 
vhrt Si. 70 26 7,2 6.9 22,8 38,4 38,2 
‘iigt Si. 60 14 7,2 6.9 23.5 39,6 41,0 
Si. 61 36 Le 6.8 15,5 26,2 25,2 
att- Mi. 25 33 7.6 8,0 12,7 13,7 
der Mi. 31 35 7.6 7.3 12.1 21,0 21,0 
Mor. 25 32 7,6 4,2 6.5 5.7 
Fr. 17 22 7,3 7,8 8,3 8.5 8,7 
Lei. 42 15 4.2 7,4 21,8 33.6 34,6 
Ri. 73 26 723 7,6 16,8 49,7 49.0) 
Fel. 55 33 2 42 13.3 18.2 17,5 
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Weiter wurden einige Versuche mit Hiihnereiklar durchgefiihr 
Dieses Praparat wurde dadurch gewonnen, daB frisches Kiklar mit de: | 
mehrfachen Volumen Alkohol bei Zimmertemperatur gefallt, mit Aceto 
gewaschen und bei Zimmertemperatur im Exsikkator getrocki 
wurde. Diese schonende Herstellungsart wurde deshalb gewahl 





weil nach dem negativen Ausfall der Versuche mit durch Kochhitz: h 
denaturierten EiweiBpraparaten daran gedacht werden mubBte, dai) il 
leichter lésliche EiweiBkérper eher vom Fermentsystem des Speiche!- ul 
angegriffen werden kénnten. Da aber, wie die folgende Tabelle III zeigt, Ss 
auch diese Untersuchung gleichartig wie die vorhergehenden ausfie! fi 
begniigten wir uns vorerst mit einer geringen Zahl von Versuche: | 
[ 
Tabelle III. Z 
te 
PH Rest-N in mg-9/5 N d 
Dauer der nach 24 stiind n 
Name Speichel- Menge tied nach des nach Me yp 
» ‘ > - sl oiY ac ( 
entnahme Ausgangs- 24stiind. Ausgangs- 24 stiind. miami) I 
materials Bebriitung materials Bebriitung yijpnereiwei b 
Min. eom (kalt gefall: 
ti 
KF. | 60 21 7,0 6,8 16,3 25,2 27,7 ! 
Si. 70 26 1,2 6,9 22,8 38,4 37,0 e 
Si. 67 45 7,4 19.6 32,6 34.4 ' 
Si. 60 45 7,4 — 17,9 30,0 29.5 
Si. 60 45 7,2 17,5 26,6 25,2 " 
Si. 60 25 7,4 1,2 18,5 31,8 30,7 A 
Mii. 25 32 7,4 7,3 19,7 24,8 25,5 
Iii. 45 27 7.0 6.8 18,2 22,4 23.0 
Vi 
SchlieBlich priiften wir, wie sich Fibrine, die nach den Angaben von 
Fuchs* hergestellt wurden, bei Bebriitung mit menschlichem Speiche! _ 
verhalten. Die nach Fuchs hergestellten Produkte unterscheiden sich 
von denen, die nach der bisher iiblichen Bereitungsweise hergestellt 
wurden, dadurch, daB das Fibrin nicht durch Kochen denaturiert wird 
’ 


So hergestellte Produkte, weiterhin mit Rohfibrin bezeichnet, mit Speiche! 
bebriitet, lieferten gewéhnlich Ergebnisse, die weit tiber der Eigen 
proteolyse liegen, also anscheinend vom Speichel verdaut wurden. Da- 
Ergebnis wurde, wie friiher durch Rest-N-Zuwachs der enteiweibten 
Proben ermittelt. Es hat sich aber herausgestellt, daB selbst durch 
Kochen sicher fermentfrei gemachter Speichel, mit Rohfibrin versetzt 
eine Zunahme der Rest-N-Substanzen ertahrt. Die Hohe ist in manchen 
Fallen die gleiche wie im aktiven Versuch, wenn man von der Eigen 
proteolyse des Speichels absieht. Daraus ware zu schlieBen, daB mit den 
nach Fuchs bereiteten Fibrinen Ferment eingeschleppt wird, welches ein: 


' Diese Zeitschr. 170, 76, 1926; 175, 185, 1926; ISI, 438, 1927; 237 
87, 1931. 
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Proteolytische Fahigkeit des Speichels. LI. 45 


Proteolyse des Rohfibrins durch Speichel vortauscht. Zu gleichsinnigen 


k:rgebnissen i Versuchen mit Serum und auch mit 0,9°,iger Kochsalz- 
osung, versetzt mit Fuchsschem Fibrin, gelangt Yokota!, der feststellte, 
iaB Rohfibrine, aus Mensch- oder Tierblut bereitet, proteolytisches 
Ferment in nicht auswaschbarer Form enthalten. Beidieser Beobachtung 
andelt es sich um die seit langem bekannte Erscheinung der Fibrinolyse 
in wasserigen Salzlésungen. Um aber doch neben der Eigenproteolyse 
ind der Fibrinolyse einen eventuellen Abbau des Rohfibrins durch die 
Speichelfermente feststellen zu kénnen, haben wir im Falle des Pferde- 
fibrins stets auch noch Bebriitungen dieser Produkte in stickstofffreien 
Lésungen (Wasser, Kochsalz- und Phosphatlésungen) durchgefiihrt. 
Uberall zeigt sich qualitativ der gleiche Effekt. Der Rest-N erfuhr eine 
Zunahme durch Aufenthalt im Brutschrank. Dal es sich um einen 
fermentativen Vorgang handelt, geht daraus hervor, daB nach Kochen 
der einzelnen Ansatze keine, oder nur sehr geringe Stickstoffmengen 
nach Bebriitung in den eiweibfreien Filtraten gefunden wurden. BloB 
quantitativ werden, je nach verwendetem Milieu, verschieden hohe Aus- 
beuten ermittelt. Da das py annahernd iiberall das gleiche ist, muB ein 
férdernder bzw. hemmender EinfluB der verschiedenen Salze auf die 
Fibrinolyse angenommen werden. Es ist demnach nicht angangig — wie 
es Yokota getan hat die aus einem bestimmten Milieu erhaltenen 
Fibrinolysenwerte auf ein anders zusammengesetztes Milieu zu iiber- 
tragen, da dieser Vorgang, wie aus diesen Versuchen hervorgeht, je nach 
Art und Menge der betreffenden in Lésung befindlichen Ionen schwankt. 

Wie aus der Tabelle IV zu ersehen ist, haben wir zu Speichelproben 
von 6 Personen (insgesamt neun Untersuchungen) gewogene Mengen von 


Tabelle IV. 





Rest-N in mg-° 





Banat |B SR tte 

& bei 37°C 
Nr. Name Menge & mit 

S in mg-%g N ohne — 

Be des Ausgangs- Zusatz mensch- 

& materials lichem 

cem Fibrin 

1 C. 45 25 7,6 59,1 25,1 24,7 26.6 1,9 0.4 
2 1G. 30 16.5, 7,7 29,4 Lig 18,2. - 20,4 2,2 1,2 
3 || Ebr. 25 7,6 13,6 18,3 37,1 18,8 7,5 
4; M.I. 58 44 7,8 46,6 18,2 37.0 414 4.4 1,2 
5 | M. II. 35 35 8,2 36.5 18,5 21,6 24,8 3,2 
6 M.IIL 40 40 8,0 34,3 14,0 23,2 40,0 16,8 5.8 
748. 50 20 432 57,8 9,8 19,2 23,5 4.3 1,3 
8 | Fr. I. 15 40 8,0 22.8 4,4 9,9 13.1 3,2 ‘ 
9 | Fr. I. | 15 26 8,2 18,6 5,5 10,9 13,0 2.1 0,6 


' Diese Zeitschr. 282, 58, 1931. 
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nach Fuchs hergestelltem Fibrin aus Menschenblut zugesetzt. Es find 

sich darunter Falle von schwacher (Nr. 1, 8) und ausgesprochen stark 

Kigenproteolyse. Durchwegs liegen die Rest-N-Werte der mit Rohfibri 

versetzten Speichel héher, als jene ohne Zusatz von Fibrin bebriitete: 
Proben. Von den neun untersuchten Fallen finden wir bei fiinf Falle: 

das das Fibrin an den Speichel praktisch prozentuell die gleichen Stick 
stoffmengen (1,1 bis 1,3°) abgibt. Zweimal fanden wir au@erordentlic) 
hohe Mengen (Nr. 3, 6), in zwei Fallen sehr niedrige Werte. Vergleich. 
weise hat dieses Rohfibrin an physiologische Kochsalzlésung nac! 
2,74°% N (Mittel aus innerhalb der Fehlergrenze liegenden Doppel 
bestimmungen!) abgegeben. Dab diese an die physiologische NaC! 
Lésung abgegebene N-Menge nicht etwa dem Rest-N-Gehalt des Prapa 
rates entspricht, zeigen Versuche, bei denen das Rohfibrin in physio 
logischer NaCl-Lésung vor der Bebriitung !/, Stunde im Wasserbad 
erhitzt wurde. Die dann ermittelten Rest-N-Mengen betrugen 0,26° , 
baw. 0.23% N. Die Differenz zwischen dem aktiven und dem_ in 
aktivierten Rohfibrin in physiologischer Na Cl-Lésung ist somit, da beide 
Versuche bei gleichem py stattfanden, nur mit der Wirkung eines dem 
Rohfibrin anhaftenden fibrinolytischen Ferments zu erklaren. 


24stiindiger Bebriitung 2,68°, N bzw. bei einer zweiten Untersuchung 


Vergleichen wir nun die Versuchsergebnisse der Bebriitung von 
Rohfibrin + Speichel einerseits und Rohfibrin + physiologischer NaC! 
Losung andererseits, so sehen wir, daB in sieben von neun Fallen die vom 
Fibrin an den Speichel abgegebene N-Menge geringer ist, als die vom 
Fibrin an die physiologische NaCl-Lésung abgegebene. BloB in zwei 
Fallen war die vom Fibrin an den Speichel abgegebene N-Menge so grol). 
da entweder eine Férderung der Fibrinolyse durch den Speichel oder ein 
Abbau des Fibrins durch die proteolytischen Fermente des Speichels 
angenommen werden muBte. Eine Entscheidung dieser Frage konnt: 
aus Materialmangel nicht getroffen werden. Von klinischer Bedeutung 
scheint uns aber diese Frage nicht zu sein, da bei ein und derselben 
Versuchsperson bei wiederholter Priifung (Nr. 5, 6) sowohl niedrigere 
als auch héhere Fibrinolysewerte im Speichel gegentiber physiologische: 
NaCl-Lésung gefunden wurden. 

Da menschliches Fibrin von ein und derselben Person nur schwer in 
ausreichender Menge zu erhalten ist, wurden die weiteren Versuche, tibe 
die Fahigkeit des Speichels Fibrin abzubauen, mit Pferdefibrin durch. 
gefiihrt. Die Herstellung geschah wieder entsprechend den Angaben 
von Fuchs. Nach den Erfahrungen, die wir mit menschlichem Fibrin 
gewonnen haben, priiften wir vorerst die Praparate in stickstoff- und 


' Gilt fiir alle angefiihrten N-Bestimmungen. Technik siehe Fermente 
im Speichel, I, diese Zeitschr. 281, 37, 1935. 
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ermentfreien Lésungen auf ihren Gehalt an anhaftendem proteo- 
ivtischen Ferment. 
Tabelle V. 





Rest-N in °/) N nach 24stiind. Bebriitung bei 37° C in 


a HO physiologischer Phosphatlisung 
oe vor ‘ Na Cl-Lésung E - 
vom ere - ~— 


vorher vorher vorher 
ly Std. 1/.,, Std. ly Std 
Priparat Nr. Wasserbad Wasserbad Wasserbad 
I 2,9 0,6 4.5 0,5 _ 
I] 1,4 03 1,9 0,2 0,6 nee 
Il} i 0,2 2,1 0,2 1,2 0,1 


Der Tabelle V ist zu entnehmen, daB drei verschiedene Praparate 
von Pferderohfibrin jeweils an Wasser, Phosphatlésung! und physio- 
logischer NaCl-Lésung verschieden grobe Mengen von Rest-N-Substanzen 
nach 24stiindiger Bebriitung unter sterilen Kautelen abgeben. Wir 
sehen die gréBten Rest-N-Werte bei allen drei Fallen in physiologischer 
NaCl-Lésung. Wurde das Praparat vor der Bebriitung eine halle Stunde 
lang mit der betreffenden Lésung im Wasserbad erhitzt, so wurden nach 
24 Stunden Aufenthalt im Brutschrank nur sehr geringe N-Werte ge- 
funden, die offenbar den dem Praparat anhaftenden akoagulablen 
Stickstoffsubstanzen entsprechen. Wir sehen also, daB auch bei Her- 
stellung des Pferdefibrins nach Fuchs, ebenso wie beim Menschenfibrin 
stets Fermente an das Fibrin gebunden sind. 

Im AnschluB an diese Versuche gingen wir nunmehr daran, das 
Verhalten dieser Pferdefibrine gegeniiber menschlichem Speichel zu 
prifen. Die Versuchsergebnisse zeigt Tabelle V1. 


Tabelle VI. 





Rest-N 






9,» N, die das 
mit Zusatz Fibrin abgibt 








E 
A von Pferde- an 
ri. % = |Menge des ~ohfibri 
Nr. Name — x i in Pu. Aus- rohfibrin 
t= ecm gangs- ¥ 
= mate- in in in- in 
S rials aktivem aktivem —. aktiven 
: ae & Speichel Speichel ci Speiche! 
Nr 7 sox 
1) H. | WI) 80, 43 7,6!) 7,14) 12,04. 45,85 51,45 247 3,18 
2)h. OF 60 18 6,9, 20,44 21,26) 53,55 43,63 19,74, 2,2 1,59 
3S.1/ I} 70 | 26 7,2)23,94' 588 | 77,7 | 40,6 | 24,74) 1,34 1,18 
4)8.2) I} 58; 28 7,2'25,90) 44,27 84,7 | 66,5 2,78 | 2,89 
5 8.3 Il 68 26 7,1 19,88 28,84 55,48 - 2.0 - 
6 Mu. IT 25) 33 7,6 7,98 12,74 30,52 23,94 2.54 2,28 
7) Mo.) WW} 25); 32 7,6; 4,23 651) 16,1 18,83 143 2,17 


' 100 cem enthalten 0,018 g KH,PO, plus 0,095 ¢ Na,H PO, .2H,;0; 


PH 7,3. 
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Vergleicht man die vom Pferdefibrin an Speichel abgegebenen \ 
Mengen mit den an physiologische NaCl-Lésung abgegebenen, so sie] 
man, daB die Werte ziemlich schwanken: offenbar in Abhangigkeit vor 
Salzgehalt des Mediums. Da iiberdies in einigen Fallen die Fibrinolyse in 
aktiven wie im inaktiven Speichel praktisch von gleicher Hohe ist, so isi 
damit wohl gezeigt, daB menschlicher Speichel auch nicht imstande ist 
Pferderohfibrin abzubauen. 

DaB gelegentlich (Nr. 1 und 7) im inaktiven Speichel héhere Wert: 
als im aktiven Speiche] beobachtet werden, ist vielleicht mit einer anti 
tryptischen Eigenschaft dieser Proben zu erklaren. Das antitryptiscl: 
Phanomen tritt bekanntlich im Serum noch deutlicher in Erscheinung 
Dies zeigt auch der folgende Versuch: 

Der Rest-N eines menschlichen Serums war 23,6 mg-°,) N. Nac! 
Bebriitung mit Pferderohfibrin (Praparat Nr. Il) durch 24 Stunden bei 37° 
wurde ein Rest-N-Wert von 53,23 mg-°, gefunden. Der Rest-N-Zuwachs 
des mit Pferderohfibrin versetzten Serums konnte durch eine im Serum 
enthaltene Proteinase oder durch eine solche im Fibrin enthaltene oder 
schlieBlich durch beide bedingt sein. Durch diese Versuchsanordnung 
kann diese Frage nicht entschieden werden. Um einen eventuellen 
Fermentgehalt des Serums auszuschalten, wurde das gleiche Serum 
bei 59° eine Stunde lang erwarmt und nachtraglich mit Pferderohfibrin 
(Priparat Nr. II) wie friiher bebriitet. Der Rest-N dieses mit Pferde- 
rohfibrin versetzten, inaktivierten Serums betrug nach 24stiindiger 
Bebriitung 74,66 mg-°,. Dieser Versuch zeigt also, daB durch die In- 
aktivierung des Serums die Fibrinolyse des Pferderohfibrins geférdert 
wurde (Antitrypsin). 

Zusammenfassung. 


Der menschliche Mischspeichel hat nicht die Fahigkeit, durch 
Kochen denaturierte oder bei Zimmertemperatur gefallte EiweiBk6érper 
(HiithnereiweiB8, Fibrin) abzubauen, unabhangig von einer mehr oder 
minder groBen Eigenproteolyse des betreffenden Speichels. 

Bebriitet man Speichelproben mit Fibrinen aus menschlichem 
oder aus Pferdeblut, die nach den Angaben von Fuchs bereitet sind, dann 
findet man zwar einen héheren Rest-N als in den Speichelproben, dic 
ohne jeden Zusatz bebriitet werden ; der Grund dafiir liegt aber nicht in 
der Fahigkeit des Speichels das Fibrin abzubauen, sondern hangt 
lediglich mit der Fibrinolyse der Praparate zusammen, bedingt durch: 
ein Ferment, das den nach Fuchs hergestellten Produkten anhaftet 
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Die Vergirung von Kohlenhydraten, eine Méglichkeit 
zur Beobachtung zellphysiologischer Vorginge. 


Von 
Giinther Malyoth und Eekart Sommerfeld. 
(Aus der Universitaéts-Kinderklinik Miinchen.) 
(Eingegangen am 8. November 1934.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Seit langem gilt die Garung als bestimmte Art eines Stoffwechsel- 
vorganges, der besonderen Mikroben zukommt. Die neuere Forschung 
hat mit Hilfe exakter Methoden die Beziehungen geklart, welche zwischen 
Garung und Atmung einer Zelle bestehen. 

Im anoxybiontischen Zustande eines Zellstaates findet man Girung, 
im oxybiontischen Atmung. Dazwischentretende Stoffe férdern auf Grund 
der ihnen eigentiimlichen Eigenschaften die Ausbildung des einen oder des 
anderen Zustandes. Wichtige Nahrstoffe solcher Zellen sind die Zucker, 
deren Verarbeitung durch sie der Zuckerstoffwechsel genannt wird. Es ist 
erwiesen, daB die Anfangszustande dieses Stoffwechsels ein und dieselben 
sind und es ist gleichgiiltig, ob man sie als Garung oder Atmung erfaBt. 
Die Aufklarung der inneren Zusammenhinge zwischen Oxybiose und 
Anoxybiose verdanken wir Meyerhof (1), wahrend die alte Auffassung 
von der besonderen Stoffwechselart der Mikroben, der Garung im ur 
spriinglichen Sinne, von Pasteur stammt. In der vereinigten Pasteur- 
Meyerhofschen Theorie finden diese biologischen Zusammenhinge noch 
eine Erweiterung insofern, als der Beginn der Prozesse Atmung und Garung, 
was den Chemismus anlangt, bei Mikroben, Pflanzen- und Tierzellen, unter 
anaeroben und aeroben Bedingungen durchweg derselbe ist. 

Soll also ein Zucker auf seine Leistungsfahigkeit im Stoffwechsel 
geprift oder exakter beurteilt, gewissermaBen auf seine biologische 
Stellung dem Organismus gegeniber, auf sein ,,Kérpernahsein“ unter- 
sucht werden, so ist es im Prinzip gleichgiiltig, ob man den Garungs- 
ablauf durch Hefe bewerkstelligt und quantitativ verfolgt oder die 
Zellatmung in geeigneter Weise registriert. Unter bestimmten Voraus- 
setzungen ist deshalb die Beobachtung des Garungsablaufes gleichfalls 
ein Weg, die Zucker auf ihre biologische Eignung zu priifen. Allerdings 
spielen noch eine Reihe von Faktoren bei dieser Priifung und der Uber- 
tragung der Resultate auf den Zellstoffwechsel eine Rolle. So werden 
bekanntlich nur die Zymohexosen mit gewOéhnlicher Hefe vergoren, 
die Galaktose erst, nachdem die Hefe an sie gewéhnt wurde. Das 
Enzym zum ,,ersten Angriff‘‘ auf die Zucker bringt die Hefe selbst mit. 
Dieser Angriff hat die Verwandlung der Zucker in ihre ,,Reaktionsform™ 
zur Folge. Der Vorgang ist an die Vermittlung von Phosphat gebunden. 
Je nach der Gestaltung dieser Vorgange wird die Garung ablaufen. 
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Die Herstellung optimaler Bedingungen férdert den Garungsablauf. Eine 
solche ist, den Zustand der Anoxybiose vorherrschen zu lassen und dic 
Oxybiose zuriickzudringen, um die Atmung mdégiichst einzuschranken 
Zur experimentellen Untersuchung der Fragen des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels muBte in erster Linie eine brauchbare Apparatur zusammen- 
gestellt werden, die es erméglicht, Garungsabliufe selbst kleinster 
Zuckermengen quantitativ zu verfolgen. Das Prinzip ist auch hier, 
das bei der Garung auftretende Kohlendioxyd volumetrisch zu messen. 
Die im Gebrauch befindlichen Saccharometer sind nur fiir grébere 
iiberschlagsmaBige Messungen brauchbar, zur Beurteilung feiner bio- 
logischer Vorgainge sind sie jedoch ungeeignet. 


Die Verwendung eines modifizierten Kroghschen Mikrospirometers als 
Mikrosaccharometer. 


Um das aus kleinen Zuckermengen entstandene Kohlendioxyd 
exakt zu bestimmen, bedient man sich auch fiir diesen Zweck am besten 
eines sogenannten Mikrospirometers. Mit einem derartigen empfind- 
lichen Apparat kann man das freiwerdende Kohlendioxyd genau erfassen 
und daraus den Garungsablauf graphisch festlegen. 


Mikrospirometer wurden urspriinglich von Thu).berg (2), Winterstein (3) 
und Widmark (4) zur Bestimmung des Gasstoffwechsels kleiner Organismen 
oder Organe angegeben. J. Barcroft (5) und A. Krogh (6) verwenden im 
Prinzip ahnliche Apparaturen zur Blutgasbestimmung. In neuerer Zeit 
sind modifizierte Mikrospirometer von O. Warburg (7) beschrieben, zu Zell- 
stoffwechselversuchen benutzt und allgemein zur exakten Messung kleiner 
Gasvolumina iiblich geworden. In neuester Zeit sind von J. Wiist ver- 
schiedene neue Eichmethoden und genaue Formeln fiir derartige Mikro- 
spirometer und Blutgasapparate unter Kritik der bisher iiblichen Methoden 
und Formeln angegeben worden (8) (9). 

In einem der Wtistschen Mikrospirometer, welche von ihm fiir Gasstoft- 
wechselversuche an Schmetterlingspuppen (10) verwendet wurden, haben 
wir Garversuche angestellt und ihre Eignung zur Verwendung als Mikro- 
saccharometer bewiesen!. Eine in Anlehnung an die Wiistsche Apparatur 
nach eigenen Angaben gebaute Einrichtung? zur Beobachtung biologischer 
Vorginge beim Zuckerabbau soll kurz erlautert werden. 

Beschreibung. Die vollstandige Apparatur besteht aus dem Aggregat 
des Mikrospirometers, dem Thermostaten sowie einer Hilfsapparatur zum 
volumetrischen Eichen des Systems. 

Zum eigentlichen Mikrovolumeter gehért ein doppelschenkliges kapillares 
Manometer, mit einem Durchmesser von 0,3 bis 0.6 mm. Die beiden Mano- 


' Dem Vorstand der Abteilung fiir experimentelle Biologie an der 
Anatomie Miinchen, Herrn Prof. Romeis, sei fiir die freundliche Erlaubnis, 
sein Laboratorium benutzen zu diirfen, aufrichtig gedankt. Ebenso sei 
Herrn Dr. J. Wiist derselben Abteilung herzlichst gedankt fiir die FEin- 
weisung in seine Apparatur und seine wertvolle Unterstiitzung zu Beginn der 
Arbeit. — * Von der Firma Bender u. Hobein, Miinchen, geliefert. 
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meterschenkel sind mit Schliffglisern von je 100 cem Inhalt mittels dick- 
wandigen Gummischlauches (Durchmesser 3mm) verbunden. <An_ die 


offenen Enden des Manometers sind Glashaihne angeschmolzen, welche 
die Verbindung der beiden Gasraiume herstellen und auch den AbsehluB 
gegen die Atmosphire bilden. Hinter dem Manometer befindet sich eine 
Spiegelglasskala von 30 em Lange und Unterteilung in Millimeter. Die 
Ablesung an beiden Schenkeln ist mit freiem Auge auf Zehntel Millimeter 
yvenau moéglich. Die Manometerschenkel sind mit reinem, getrock ietem 
Petroleum gefiillt. Es wird vorher mit Farbstoff (Sudan Ii) ge- 
farbt und filtriert. Die Empfindlichkeit des petroleumgefiillten Mano- 
meters ist etwa l6mal gr6Ber als bei einem mit Quecksilber gefiillten. 
Hieraus ergeben sich aber auch gréSere Fehlerméglichkeiten, die jedoch 
durch sorgsames Arbeiten vermieden werden. So beeinflu®8t z. B. bereits 
die von einer in der Nahe befindlichen Lichtquelle sich entwickelnde Warme 
den Manometerausschlag schon betrachtlich. 


Von derartigen Manometern befinden sich sechs an der Vorderfront 
eines Thermostatenbeckens befestigt. Wahrend des Versuchs stehen jeweils 
die mit zihem Fett gedichteten Schliffglaser eines Manometersystems bis 
iiber den Ansatz des Gummischlauchs am Deckel unter der Oberfliche des 
Thermostatenwassers. Die GefaBe stecken dabei in stabilen Haltern, die 
vor jeder Ablesung mit der Hand kraftig bewegt werden, um eine gleich- 
maBige Verteilung des Gases zu erreichen. Dieser Mechanismus ersetzt eine 
komplizierte mechanische Schiittelvorrichtung, wie sie an ahnlichen Appa- 
raten sonst iiblich ist. 


Die Beschickung der Schliffglaser zu Beginn einer Garung erfolgt in der 
Weise, da in die VersuchsgefaBe, die jeweils mit dem rechten Manometer- 
schenkel verbunden werden, das Garmaterial gegeben wird. Dieses besteht 
aus Zucker in Lésung und Hefeaufschwemmung, welch letztere sich in 
einem kleinen Uhrschalchen, auf dem Fliissigkeitsspiegel der Zuckerlésung 
schwimmend, befindet. Mit dem entgegengesetzten Manometerschenkel 
ist das KompensationsgefaB, dest. Wasser enthaltend, verbunden, das durch 
seinen Dampfdruck das Gleichgewicht mit dem Versuchsgefa®B aufrecht 
erhalt. Die Deckel der beiden Schliffglaser werden nach Einfetten und 
leichtem Erwairmen aufgesetzt, die Sechliffuge zur Sicherheit noch mit 
Fett nachgedichtet und ein Gummiband iiber den Deckel gezogen, 
wobei angeschmolzene Glasnasen das Abgleiten des Gummibandes 
verhindern. Die Gummischlauche zur Verbindung von Manometern 
und GefaBen kénnen, wie Untersuchungen von Krogh und Wiist, sowie 
unsere eigenen beweisen, unbedenklich fiir eine Reihe von Versuchen hinter- 
einander benutzt werden. Man hat nur von Zeit zu Zeit die Enden etwas zu 
kiirzen, da sie sich unter Wasser allmahlich ausweiten. Dieser kleine Nach- 
teil bedeutet aber gegeniiber der Bruchgefahr bei der starren Glasverbiridung 
der Warburgschen Apparate nicht viel. 


Beim Einsetzen der bei Zimmertemperatur beschickten GefaBe in das 
bei 37°C gehaltene Thermostatenwasser miissen die Manometerhaihne 


gedffnet sein, da sonst ein rapides Ansteigen des Petroleums erfolgt, was zu 
einem Uberschlagen der Sperrfliissigkeit bis in die Gummischlauche fiihren 
kann und eine miihselige Neuauffiillung und Reinigung der Manometer zur 
Folge hat. Nach dem Einsetzen ist ein langerer Temperaturausgleich noétig, 
der nach etwa 2 Stunden mit Sicherheit erreicht ist. Dieser Punkt wird 
durch Konstanz des Manometers angezeigt. 
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Eichung. Nach erfolgtem Temperaturausgleich hat vor jedem Versuch, 
trotz der Konstanz der Thermostatentemperatur, wegen der wechselnden 
atmospharischen Bedingungen, sowie wechselnder Fliissigkeitsbeschickung 
der VersuchsgefaBe die Eichung der in Betrieb befindlichen Manomete 
systeme stattzufinden. Diese Eichung hat den Zweck, aus der GréBe de; 
Manometerausschlages und einem bekannten Luftvolumen des Versuchs 
gefaBes, eine Konstante zu errechnen, die gestattet, jeden Manomete 
ausschlag in die jeweils entstandene Menge Gas umzurechnen. Die Eichung 
erfolgte nach dem Prinzip von Méainzer und Neumann (11) in der von Wiist (9 
angegebenen Modifikation. 

Die sogenannte Eichbiirette (Abb. 1) dient zur Eichung des Mano 
metersystems. Das Wesentliche der Biirette ist ein Steigrohr mit eine1 
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Abb. 1. 




















Unterteilung von 1 cem (bei 20°C) auf eine Strecke von 30 em, um eine 
gendue Ablesungsméglichkeit zu gewahrleisten. Mit dem Steigrohr durch 
einen Gummischlauch verbunden ist ein sogenanntes NiveaugefaB mit 
einem Rohrstiick gleicher Weite wie das Steigrohr. Die Fiillung des kommu- 
nizierenden Raumes erfolgt durch Quecksilber. Bei feststehendem Steigrohi 
kann durch Heben und Senken des NiveaugefaBes die Hg-Saule des Steig- 
rohres um eine beliebige GréBe innerhalb der Einteilung von 1 cem ver 
andert werden. Am oberen Ende des Steigrohres befindet sich ein Drei- 
wegehahn und ein U-férmig gebogenes Ansatzrohr mit Gummimuffe, die 
bei der Eichung auf den Manometerschenkel gesetzt werden kann. 
Kin Stativ dient zur passenden Fixierung des Steigrohres. Es _ bietet 
auch die Méglichkeit zur Befestigung des NiveaugefiBes in verschiedener 
Hohe. Der Dreiwegehahn der Eichbiirette am oberen Ende des Steigrohres 
erlaubt sowohl die Verbindung des Raumes iiber dem Hg durch das 
Ansatzrohr mit dem Versuchsgefai, als auch bei bestimmter Einstellung 
die Verbindung dieser Raume mit der auBeren Atmosphare herzustellen. 
Bei entsprechender Einstellung aller Hahne kann nach Verbindung von 
Eichbiirette mit Versuchsgefa8 durch einfache Hebe- und Senkungs- 
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bewegungen des NiveaugefaBes ein an dem Steigrohr der Eichbiirette ab- 


sulesendes Luftvolumen aus dem VersuchsgefiB herausgesaugt oder ein- 

gepreBt werden. Dieses Luftvolumen wird an dem Hg-Stand im Steigrohr 

der Eichbiirette abgelesen. Dabei mu8 beachtet werden, daB bei der an- 

sewandten Methode der Raum im VersuchsgefaB bis zum Hg-Meniskus im 

Steigrohr verdiinnt wird. Die zweite Ablesung am Steigrohr kann daher erst 

erfolgen, wenn bei geschlossenen Manometerhaihnen durch Heben des 

NiveaugefaBes Gleichheit des Meniskusstandes hergestellt wird. 

Verlauf einer Eichung: 

1. Bet offenen Manometerhahnen Aufsetzen des Gummistutzens am 
Steigrohr auf der Manometerseite, wo sich das VersuchsgefaB 
befindet (H,); dabei mu der Dreiwegehahn (H,) die Verbindung 
zur Atmosphare herstellen. 

2. Heben des NiveaugefaBes und Einhangen in den oberen Haken des 
Stativs. 

3. SchlieBen des Manometerhahns (/1,). 

4. Umstellung des Eichhahns (H,), um die Verbindung mit der Atmo- 
sphare auszuschalten. 

5. Erstes Ablesen der Manometermenisken. 

6. Erstes Ablesen des Hg-Meniskus im Steigrohr. 

7. Senken des NiveaugefaéBes und Einhangen in den unteren Haken 
des Stativs. 

8. Sofortiges SchlieBen von H,. 

9. Zweites Ablesen des Hg-Standes im Steigrohr bei Niveaugleichheit 
mit dem Meniskus des NiveaugefaBstutzens. (Das Niveaugefa® 
wird an das Steigrohr gebracht.) 

10. Zweites Ablesen der Manometermenisken nach etwa 2 Minuten. 

11. Abnehmen der Biirette von HZ, und Stellung des Eichhahns wie bei 1. 

12. Notieren der Zimmertemperatur (Thermometer an der Eichbiirette) 
und des Barometerstandes'’. 


Es wurde stets bei der Eichung die Methode der Luftverdiinnung im 
VersuchsgefaB gewahlt, weil nur bei dieser ein sofortiges Ablesen des Mano- 
meterausschlages stattfinden kann. Bei der Eichung durch Einpressen von 
Luft muB diese im Versuchsgefa8 erst auf die Thermostatentemperatur ge- 
bracht werden, die Abl. sungsméglichkeit verzégert sich dadurch. Der negative 
Druck im Versuchsgefa8 bzw. der entsprechende Ausschlag am Manometer 
erlaubt auBerdem ein gréBeres Gasvolumen zu entwickeln. Der Eich- 
ausschlag der Manometer zu Beginn des Versuchs wurde deshalb als Anfangs- 
stellung benutzt. Die Ablesung wahrend eines Versuchs erfolgt je nach der 
Geschwindigkeit der Garung in Abstaénden von 10 bis 60 Minuten. Etwa 
1 Minute vor jeder Ablesung erfolgt ausgiebiges Schiitteln der Versuchs- 
gefaiBe mitsamt ihren Haltern. Beim erten Umschiitteln nach vollendeter 
Eichung erfolgt die Durchmischung der Hefeaufschwemmung mit der 
Zuckerl6sung. Das ist der eigentliche Versuchsbeginn. Wird zu dem Zwecke 
intensiver Durchmischung aber das VersuchsgefaB aus dem Bade genommen, 
so mu die dadurch entstandene Abkiihlung sich erst wieder nach dem 
Einsetzen ausgleichen, es darf also erst nach etwa 15 bis 20 Minuten die 
erste Ablesung erfolgen. 


1 Amtlicher Bericht einer Landeswetterwarte. 
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Die Formel von Wist. Die bei der Eichung gefundenen Werte werde: 
benutzt, um die genannte GefaSkonstante zu errechnen. Ohne die Wieder 
gabe ihrer Entwicklung sei die Formel nach Wist (9) wie folgt zitiert: 


: Pp 273 v, 1.UvU.@ 
K= 760° o734+t° & * 760 
wobei bedeutet: 
p Barometerstand in mm Hg. 
t EKichtemperatur in °C, 
ve Differenz der beiden Steigrohrablesungen das bei der Eichung aus 


gesaugte Gasvolumen. 

h Héhe des Eichausschlages Manometerausschlag unter Beriick 
sichtigung der Anfangsstellung. 

7 Quotient aus dem spezifischen Gewicht von Petroleum (0,788) und 
Hg (13,54) = 0,058. Dieser Quotient gibt an, wieviel mm Ausschlag 
der Petroleumsiule einem mm Ausschlag Quecksilberséule entspricht. 

ao Absorptionskoeffizient von CO, aus den Tabellen von Landoldt Bérn 
stein, Fiir 35° 0,592, fiir 37° 0,5672 (geradlinig interpoliert). 

v angewandtes Wasservolumen im VersuchsgefaS. 


Aus dieser GefaBkonstante laBt sich durch einfache Multiplikation mit 
der beim Versuch jeweils gefundenen Gesamtsteighdhe der Manometer 
menisken die Menge der entwickelten CO, in ccm des reduzierten Zustandes 
errechnen. Um die im Versuch vergorene Zuckermenge (Hexose) zu finden, 
mu noch die Umwandlung des reduzierten CO,-Volumens in Gramm er- 
folgen und hierauf die der Gramm-Menge CO, entsprechende Zuckermenge 
errechnet werden. Die Umrechnung geschieht nach dem Gesetz der Liter- 
gewichte der Gase einerseits und nach der st6échiometrischen Beziehung 
zwischen Zucker und CO, andererseits (Cg,H,.O, + Zymase —- 2 C,;H;OH 

2 CO,). 

Um sich diese Rechnung zu ersparen, errechnet man sich einen Faktor, 
der angibt, wieviel Zucker 1 cem CO, (reduz.) entspricht. Mit diesem Faktor 
(genannt Zuckerzahl ZZ), der gleich 0,004044 ist, hat man die nach dem 
Gesagten gefundene Menge CO, (in cem) zu multiplizieren, um auf den 
Grammwert des vergorenen Zuckers zu kommen. 

‘Bei der Ausrechnung mehrerer Versuchsergebnisse mit vielen Zwischen- 
werten ist es praktisch, die Reihenfolge der Rechenmanipulationen in anderer 
Reihenfolge vorzunehmen. Nach Errechnung der Konstanten (A) wird 
diese sofort mit dem Faktor (7Z) multipliziert. Man hat dann, um die Menge 
des vergorenen Zuckers zu den verschiedenen Ablesungszeiten zu erhalten, 
nur noch eine Multiplikation auszufiihren, némlich das Produkt (K .7Z) 
mit der jeweiligen Gesamtsteighéhe (P) zu multiplizieren. 

Also: K.Z2Z.P Hexose in Gramm. 

Fehlerquellen. Zur Beurteilung der errechneten Resultate ist es nétig, 
iiber die FehlergréBe Bescheid zu wissen. Alle bei der Eichung gemachten 
oder entstandenen Fehler vergr6Bern sich durch Multiplikation der aus den 
Eichwerten errechneten GefaBkonstanten (A) mit den Steighéhen (P). Die 
Eichung mu also mit besonderer Sorgfalt durchgefiihrt werden. Mit der 
theoretisch errechneten GréBe aus Fehlern verschiedener Ursache! stimmt 
die Auswertung mehrerer Eichungen, die vor den eigentlichen Versuchen 


' Die im einzelnen hier nicht ausgefiihrt werden sollen. 
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angestellt wurden, gut iiberein. Die aus mehreren Eichresultaten errechneten 
Versuchsergebnisse weisen kaum je eine gréBere Differenz als 1°, auf. 
Neben den apparativ und individuell bedingten Fehlern treten bei den 
Garversuchen aber kleine Unterschiede auf, selbst in den Resultaten gleich- 
artig beschickter Parallelversuche, die durch biologische Prozesse bedingt 
sind. Hier ist hauptsdchlich an die Atmung der Hefezellen zu denken. Zur 
Beurteilung der FehlergréBe aus den biologischen Prozessen ist aber die 
Kenntnis der apparativ bedingten Fehlergr68en besonders nétig. 
Carbonatversuche. Wichtig zum Kennenlernen der Apparatur und 
ihrer Priifung auf Genauigkeit sowie fiir die Kontrolle der Berechnungen 


sind die Versuche, bei denen genau bekannte Mengen CO, — durch Zer- 
setzung von wohl vorbereitetem Na,CO, mit Schwefelsiure entwickelt 


und manometrisch gemessen werden. Diese Versuche haben zu zeigen, daB 
auch die durch CO, hervorgerufenen Ausschlage iiber langere Zeit konstant 
bleiben, sich also nicht etwa CO,-Gas der volumetrischen Messung entzieht, 
beispielsweise dadurch, daB der Gummischlauch CO, aufnimmt. Solche 
Versuche wurden wiederholt angestellt und sie ergaben in den verschiedenen 
VersuchsgefaBen einen Fehler von maximal 2°, COQ,. 


Uber die Arbeitsweise des Mikrospirometers im Garversuch. 

Das einfachste Beispiel der Garung eines Zuckers im Mikrospiro- 
meter ist die Garung von Glucose durch zymasehaltige Hefe. In Ver- 
suchen, bei denen héhere Zucker (Dextrine oder auch Disaccharide usw.) 
durch entsprechende Fermente aufgespalten werden, ist die Garung 
der entstehenden Glucose die Met: ode, bei der die Geschwindigkeit 
der Zuckeraufspaltung indirekt beobachtet werden kann. Da die CO,- 
Bildung aus Glucose der Vorgang ist, aus dessen Ablauf im Mikro- 
spirometer Schliisse auf die biologische Beschaffenheit von Zucker- 
molekil und Ferment gezogen werden, sei die Glucosegarung, als Stan- 
dardversuch gleichsam, ausfiihrlicher an Beispielen dargestellt. 


A. Einfache Glucosegirung. 


Material. Glucoselésung. Zur Bereitung der bei den Garversuchen 
verwendeten Glucoselésung wurde die von Kahlbaum zu Infusionszwecken 
hergestellte wasserfreie Glucose benutzt. Nach Aleyer (12) kann sie als 
praktisch vollkommen rein angesehen werden. Der fein im Achatmorser 
zerstoBene Zucker wurde im Exsikkator iiber CaCl, und P,O; mehrere Tage 
bei wiederholtem Umschaufeln getrocknet. Davon wurden meist !)/, 
1 °.ige Glucoselésungen hergestellt, von denen 1 bis 2 cem ( 10 mg Glucose) 
mittels geeichter MeB8pipetten (bei 20°) in die VersuchsgefaiBe pipettiert 
wurden. Nach polarimetrischer Kontrolle stimmte der theoretisch aus der 
Einwage errechnete und der tatsachliche Polarisationswert der Versuchs- 
zuckerlésungen auf ungefaihr 0,1°, iiberein. Die Glucoselésungen wurden 
immer méglichst frisch verwendet. 

Hefeaufschwemmung. Die verwendete Hefe war Branntweinhefe der 
Firma Sinner-Karlsruhe. Zu jedem Versuch wurde von einem méglichst 
frischen Stiick Hefe 1 g abgewogen und mit 2 bis 10 eem destilliertem Wasser 
aufgeschwemmt. Von diesen Aufschwemmungen wurden nach haufigem 
Durchriihren 0,2 cem in ein kleines Uhrglaschen, welches auf der Zucker- 


bis 
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ldsung schwamm, pipettiert. Vorzugsweise wurden 0,2 cem Hefeaut 
schwemmung im Verhaltnis 1 g Hefe: 2 cem, 5cem oder 10 cem Wasse1 
verwendet, Mengen, die unter AuBerachtlassung der Volumenvermehrung der 
Fliissigkeit durch das Hefestiickchen etwa 100, 40 und 20 mg Hefe ent- 
sprechen. 

Um einen ungefaihren Anhalt iiber die Menge der zugefiihrten Hefe, 
sowie iiber ihre etwaige Verainderung nach der Garung Aufschlui 
zu erhalten, wurde in einer Zahlkammer im Mikroskop die Anzahl der 
Hefezellen nach starker Verdiinnung jeweils bestimmt. Sie betrug in 
0,2 cem einer Aufschwemmung von | g Hefe in 2 cem Wasser etwa 1700 Mil 
lionen Zellen, schwankte bei den verschiedenen Zubereitungen um etwa 


maximal 100 Millionen Zellen, ohne da dadurch die Garzeiten eine nennens-. 


werte, auf die Hefemenge zu beziehende Veranderung erlitten hiatten. Die 
Hefeaufschwemmung 1: 5 enthielt etwa 730 Millionen, die Aufschwemmung 
1:10 380 Millionen Zellen. Diese in der Zahlkammer gefundenen Zell 
zahlen stimmten mit den errechneten Zahlen unter Zugrundelegung det 
Zahlung der Verdiinnung |: 2 auf etwa 3% Fehlerdifferenz iiberein. 

Zahlungen nach erfolgter Garung in den Garriickstanden ergeben 
ungefihr die gleichen Werte, so daf also weder eine starke Vermehrung der 
Hefezellen noch eine Abnahme durch etwaiges Zugrundegehen nachweisbar 
war. Es ist also keine wesentliche Volumenschwankung der Hefe aut- 
getreten, die durch Volumenanderung Manometerausschlage hatte bedingen 
kénnen. Eine exakte Definition der Hefemengen wird weder nach Gewicht, 
noch nach der Zellzahl, sondern nur nach der in der zugesetzten Menge 
vorhandenen Enzymmenge vorzunehmen sein. 


LBeziehungen zwischen Zuckermenge, Wasservoiumen und Enzymmenge bei 
der Gdrung von Glucose. 
I. Beispiel einer Glucosegérung (Abb. 2). 


Diese Kurven sollen den Garablauf von 10 mg Glucose mit 0,2 cem 


Hefeaufschwemmung (1 g in 2 cem Wasser) veranschaulichen. 


Seal | Abb. 2. 
5 6 
Beschickung der VersuchsgefaiBe: In 
allen VersuchsgefiiBen 10 mg Glucose 
in 2cem Aqua dest. Vergoren mit 
0,2 ccm Hefeaufschwemmung, g 
:2cem Aqua dest. 
Girkurven von 10 mg Glucose in drei 
verschiedenen Mikrospirometern. Mit 
diesen Kurven soll die gute (herein- 
stimmung der in den Einzelgefii®en 
gewonnenen Resultate gezeigt werden 
Besonders in dem anfiinglichen, steilen 
Teil der Kurven ist die Ubereinstim- 
mung sehr gut. (Drei weitere Kurven 
1,2 und 3 sind hier nicht eingezeichnet 
da sie sich mit den angefiihrten nahe- 
| zu decken.) Nach dem _ letzteinge- 
| tragenen Kurvenpunkt findet in ailen 
GefaiBen ein Absinken des Druckes 
statt. 
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Aus den gezeichneten Kurven 4, 5 und 6 geht hervor, daB anfanglich 
ein sehr schnelles Einsetzen der CO,-Entwicklung erfolgt, wie an dem 
steilen Anstieg ersichtlich ist. Dem folgt ein flacher Abschnitt, der 
schlieBlich fast horizontal wird. Dieser Teil der Kurve ist aber nur kurz. 
Der darauf folgende Teil der Kurve laBt ein langsames, spater immer 
schneller werdendes Zuriickgehen der Manometerausschlage ersehen. 
Dieses Absinken der Ausschlage, das in allen Versuchen beobachtet 
wurde, soll zunachst hier nicht weiter verfolgt werden. Es handelt sich 
hierbei um Atmungsvorgange und Prozesse der lebenden Hefe, die nach 
erfolgter Garung einsetzen. Ein Verlust an CQ, ist nach den Vorversuchen 
der Carbonatspaltung auszuschlieBen. Kontrollversuche an Aufschwem- 
mungen von gleich viel Hefe, die ohne Zuckerzusatz blieben, so dab 
Garungsarbeit nicht zu leisten war, erwiesen, daB die als Atmung ge- 
deuteten, gasverbrauchenden Prozesse eine sehr viel geringere Rolle 
spielen als wenn Garung vorangegangen war. In zweiter Linie kénnte 
dieses Gasphéanomen dadurch entstehen, daB Bakterien Gasprozesse 
hervorrufen. Sie spielen aber bei Verwendung lebender Hefe sicherlich 
nur eine untergeordnete Rolle. Nach Beobachtung alterer Autoren 
entwickeln sich namlich Bakterien in Gegenwart lebender Hefe schlecht 
oder gar nicht. Auch wir konnten in Ausstrichen von Garriickstaénden 
keine nennenswerte oder iiberhaupt keine Bakterienentwicklung mikro- 
skopisch-farberisch nachweisen (siehe dagegen zellfreie Garung!). 

Was nun die Zuckerwerte der zu den Ablesezeiten erreichten Aus- 
schlage betrifft, so zeigen diese sehr gute Ubereinstimmung. Die 
Differenzen der Parallelversuche tiberstiegen nie einen Fehler von 2,5°% 
des zu erwartenden Resultats. Nachdem 1°, Fehler davon apparativ 
bedingt ist, bleiben noch etwa 1,5°, Differenz, die man dem Garprozeb 
zuschreiben mu. Diese Abweichung der Versuchsresultate untereinander 
ist als sehr gering zu bezeichnen, denn die zur Vergarung kommenden 
Mengen an Zucker sind klein und man mub dem Garprozeb, als einem 
Lebensvorgang, berechtigterweise eine gewisse Schwankungsbreite 
einréumen. 

Die Bestimmung des Endpunktes der Garung kann nur etwa auf 
30 Minuten genau erfolgen. Als Ursache dafiir kommen kleine Schwan- 
kungen, die durch das Schiitteln der Gefabe bedingt werden, in Betracht, 
sie missen sich erst ausgleichen. Auch eine Reihe anderer Fehlerquellen, 
die hier nicht erértert werden sollen, kénnen eine zeitliche Verschiebung 
des Endpunktes, somit eine Verlingerung des Garungsablaufes, vor- 
tauschen. 

Viel genauer kann aus den Kurven die sogenannte Halbwertszeit 
der Gérung bestimmt werden. Halbwertszeit ist die Zeit, die zur Ver- 
girung der Halfte des theoretisch vergarbaren Zuckers bendtigt wird. 
Wie aus Abb. 2 ersichtlich, fallt die Halbwertszeit noch in den 
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steilen, zuverlassig auswertbaren Teil der Kurve. Die Halbwertszeiten 
geben demnach ein gutes Bild zur Beurteilung von Garkurven, ins- 
besondere auch da, wo die Wirksamkeit verschiedener Enzymmengen 
untersucht werden soll. Nur bei sehr langsam verlaufenden Garungen 
oder wenn wenig vergarbares Material vorliegt, verliert die Halbwertszeit 
an Anschaulichkeit und Wert, da sie einem flach verlaufenden Kurven- 
absehnitt entnommen werden muB. Die Garkurven zeigen, daB der 
theoretische 100° ,ige Endwert nicht erreicht wird, sondern da sich 
ein Defizit von 22 bis 24°, ergibt. Auf die Bildung dieses Garungs- 
defizits wird noch verschiedentlich zuriickzukommen sein. 

Protokoll des Versuchs. In jedem der sechs VersuchsgefaiBe befindet 
sich: 10 mg Glucose in 2 cem Aqua dest. und 0,2 cem Hefeaufschwemmung 
(lg: 2cem Aqua dest.). Als Beispiel sind hier nur die Aufschreibungen 
der Versuche in den GefaBen 4, 5 und 6 aufgefiihrt. 


Erreichte Gesamtsteighéhen (P ): 





VersuchsgefaiB Versuchsgefab 


+ 5 6 4 5 6 
17,09 16,05 25,96 23.97 
24,67 23,77 25,52 j 25.98 23.98 
25,50 23,94 25,68 f 25,99 23,98 


711,7 273 0,905 | 0,058 . 2,2 .0,5672 
760 273+ 19,8 10,76 760 
0,973 44 + 0,000 952 — 0,074 39. 


K, = 


K .ZZ.P = mg Hexose (Glucose) die zu den Ablesezeiten errechneten 
Zuckermengen. 
K; = 0,07883. K, = 0,073 04. 

Die vergorene Zuckermenge wurde stets auf diese Weise errechnet. Sie 
ist in den Kurven zu den Ablesezeiten (rémische Zahlen) eingezeichnet. 
Das Garungsdefizit wird in den Kurven durch die Abstande zwischen der 
10-mg-Linie und dem horizontalen Schenkel der Kurven dargestellt. 

Durch den beschriebenen Versuch ist die Kongruenz der Garkurven 
gleichzeitig angesetzter Versuche aber auch erwiesen. Die Ergebnisse 
der zu verschiedenen Zeiten angestellten, gleichartigen Versuche stimmten 
befriedigend iiberein, die Zuckerresultate namlich schwankten etwa 
maximal um 0,4 mg, die Halbwertszeiten um etwa 5 Minuten. Diese 
Schwankungsbreite erklart sich aus der Tatsache, daB die Hefe in 
ihrer Qualitét nicht ganz konstant ist und daB die Hefeaufschwem- 
mungen auch nicht ganz gleichmaéBig bereitet werden kénnen. Viel 
mehr als diese geringfiigigen Differenzen gleichartiger Versuche in- 
teressiert, wie sich die Kurvenformen andern, wenn man die Bedin- 
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gungen, unter denen die Hefe arbeitet, andert. Solche Anderungen des 
Garablaufes treten auf, wenn man 

1. die Hefemenge variiert, bei konstanter Zuckermenge und_ bei 
konstantem Fliissigkeitsvolumen ; 

2. das Fliissigkeitsvolumen variiert, bei konstanter Hefemenge und 
bei konstanter Zuckermenge ; 

3. die Zuckermenge variiert, bei konstanter Hefemenge und _ bei 
konstanter Fliissigkeitsmenge. 

1. Der Garablauf bei Anwendung gréBerer oder kleinerer Hefemengen 
muB sich mit dem wechselnden Zymasegehalt der Ansatze natiirlich 
andern, da die Geschwindigkeit des Garablaufs von der Enzymmenge 


abhangig ist. 


vergorener LUCKEr 





Tt Wn J V7 VW Wi 


Abb. 3. 
BReschickung der VersuchsgefiBe: In allen VersuchsgefiBen 10 mg Giucose in 2cem Aqua dest 
Vergoren mit 0,2 cem Hefeaufschwemmung, und zwar: in 1: 1g:2cem Aqua dest. (etwa 100 mg 
Hefe) mit 15mg KH,PO, in 2: ebenso ohne KH,PO, in 3: 1g: 5cem Aqua dest. (etwa 40 mg 
Hefe) mit 15mg KH,PO, in 4; ebenso ohne KH,PO, in 5:1¢: l0cem Aqua dest. (etwa 20 mg 
Hefe) mit 15mg KH,PO, in 6: ebenso ohne KH,PO,. Garkurven von 10 mg Glucose bei Ver 
wendung verschiedener Hefemengen, teils mit (1, 3, 5), teils ohne (2, 4, 6) KH,PO,-Zusatz. Ll 
den Kurven kommt zur Anschauung, wie die Phosphatbeigabe bei Anwendung von viel Het 
(in 1, 2 und 3, 4) nur wenig giirungsbeschleunigend und resultatvergréGernd wirkt (etwa 3° des 
theoretischen Wertes). Wie dagegen bei geringen Hefemengen (in 5,6) eine betriichtliche Garungs 
beschleunigung durch das Phosphat erzielt wird (bis 15%). Das Endresultat in 5 sollte, ent 
sprechend den anderen Versuchspaaren, ein etwas hoheres sein als in 6. Bei langsamen Girungen 
mit geringen Hefemengen kommen solehe Differenzen der Resultate auch bei gleichbeschickter 
Versuchen gelegentlich vor. Das Verhiiltnis der Halbwertszeiten zueinander und zu den Gesamtgiir 
zeiten bei Girungen mit verschiedenen Hefemengen ist anschaulich aus der im Text befindlicher 
Ubersichtskurve ersichtlich. Kurve 6 zeigt das Abflachen des Girablaufs, sowie eine geringe 
, Giirungsdepression’ am Anfang des Versuchs, wie das fiir langsame Giirungen charakteristisch ist 
(Vgi. auch Abb. 9.) 


Die Darstellung dieser Geschwindigkeitsénderung bei Anwendung 
verschiedener Hefemengen ist aus den Kurven (2, 4 und 6) des Ver- 
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-uchs auf Abb. 3 ersichtlich. Was die Hefemengen angeht, so sind 
ie ein Vielfaches der Zuckermenge. Die Garung wiirde bei diesem 
engenverhaltnis als sogenannte ,,Schnellgdrung’*, wie sie Willstdtter 
bezeichnet, aufzufassen sein. Beim Betrachten der Kurven kann man 
dreierlei entnehmen: Die Halbwertszeiten, die Gesamtgarzeiten und 
das Endresultat der vergorenen Zuckermengen. 

Trotz der in GeféB 2 und 4 sehr verschieden groBen Hefemenge 
(in 2 mehr als doppelt soviel) unterscheiden sich die Halbwertszeiten 
und der Kurvenverlauf nur relativ wenig 
voneinander, Betrachtlich jedoch wird der * [—— 7777 
Unterschied der Kurven bei Verringerung 
der Hefemenge auf die Halfte; dies zeigt sayz 
Kurve 4 und 6. Es scheint, daB die Hefe- 
menge in 2 und 4 bereits zu einem Ge- 





2h 
schwindigkeitsoptimum der Garung fiihrt ~~ 
und daB erst unterhalb einer gewissen Grenze | 
eine wesentliche Verlangsamung der Garung 7477 <a 
stattgefunden hat. Dies driickt sich be- ee 
sonders auch bei Betrachtung der Ge-  ,, a | 
samtgarzeiten aus, die sich unter solehen | 
Bedingungen wesentlich verlangern im Ge- 
gensatz zu den Halbwertszeiten. DaB es — | 
sich tatsachlich in 2 und 4 um eine fast 
optimale Gargeschwindigkeit handeln muB, 74 | 
folgt auch daraus, daB durch Nahrlésungen f 
keine betrachtliche Beeinflussung des Gar- | 
ablaufes erhalten wurde. Diese tritt erst ml | 
deutlich hervor bei Anwendung kleiner 
Hefemengen, wie aus den Kurven 5 und 6 vmg wat 
ersichtlich ist. <—Nefe 
In anschaulicher Form sind auf Ab- sae 

Die Halbwertszeiten (ausgezogen) 
bildung + bei konstant gehaltenem Wasser- und Gesamtwertszeiten (gestri- 
volumen die Mittelwerte der Halbwertszeiten = Se ee 
und die der Gesamtgirzeiten einer Hefemengen, bei konstantem 


a r a . Wasservolumen von 2,2? ecm 
gréBeren Zahl von Versuchen (je etwa (Seles Rides els ten 


15 Einzelwerte pro Punkt) aufgetragen. Mittel aus etwa 15 Einzelwerten 
Die Versuche sind zwar zu verschiedenen = 
Zeiten und zu verschiedenen Zwecken mit zwei verschiedenen Sorten 
Branntweinhefe angestellt worden, stimmen aber besonders in den 
Halbwertszeiten gut iiberein, so daB die Mittelwerte ein gutes Bild 
von den zeitlichen Verhaltnissen geben. Die Schwankungen der Halb- 
wertszeiten betragen maximal etwa 10 Minuten und damit ergeben 
sich brauchbare Werte. Die Gesamtgarzeit ergibt Sechwankungswerte bis 
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Ende der Garung festzulegen 


. : , 
Uber die mit verschiedenen Hefemengen erzielten Endresultat: 
Daf sowohl sehr groBbe Mengen iibes 


100 mg Hefe 


liefern als die dazwischenliegenden Hefemengen, ist sicher. 


und sehr 


20 mg ein kleineres Endresultat 


Bei sehy 


groben Hefemengen mag das darauf beruhen, daB mehr Nebenprozess: 


die Garung begleiten und daB auch die 
besonders ins Gewicht fallt. 


Atmung solch groBer Hefemenge: 
AuBerdem ist es méglich, dal} eine besonder 


groBe Glykogenspeicherung und damit ein Verschwinden von Zucke: 


eintritt. 


Sei Verwendung der sehr geringen Hefemengen kann, infolge 


der langsamen Garung, wieder die Atmung, die bei Verwendung mitt- 
erst verhaltnismaBig spat im GarprozeB einsetzt, 


lerer Hefemengen 


eine groBe Rolle spielen und so einen niederen Garwert vortéuschen 


AuBerdem kénnte bei geringen Hefemengen die besondere Eigenschaft 
der Hefezellen, 
geniigend sein, so daB also auch durch Bakterien Zucker zerstért werden 
kénnte. 
Die Endresultate der mit 20 bis 100 mg Hefe angestellten Versuche 
ergeben zwar in ihren Mittelwerten Differenzen, doch ist diese Differenz 


nur 


werden kann. 
14 


etwa 


20 
/0> 


so 


Bakterienwachstum nicht aufkommen zu lassen, nicht 


daB eine GesetzmaBigkeit daraus nicht erkannt 


Garwerte von 10 mg Glucose mit 100mg Hefe in 2cem Aqua dest. 
vergoren ergeben als Mittelwert 
Garwerte von 10 mg Glucose mit 100 mg Hefe i in 2c¢em n Aqua dest. 
vergoren ergeben als Mittelwert ee ee ee 
Garwerte von 10 mg Glucose mit 20 mg ete i in 2cem Aqua dest. 
vergoren ergeben als Mittelwert 


~ 
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Abb. 5. Beschickung der Versuchsgetiibe: 


In 1: 10mg Glucose in 2cem Aqua dest 
S: WP ss - 1 Oe ” 

ee | ‘ s 

5 eS «, 55 pie 
5: 10 , , 12 


v ergore n mit 0,2 cem Hefeautse hwe mmung, 
l1g:2cem Aqua dest. 

Girkurven von 10 mg Ghicose in verschiede n 
groBem Wasservolumen (2, 2; ¢ 
12, 2cem). Die Kurven zeigen, wie ein gro » 
Wasservolumen die Girung verzégert, ganz 
fihnlich wie es die Verringerung der Hefe- 
menge tut. Die Endpunkte der Kurven 
zeigen, wie in den Versuchen mit geringeren 
Wasservolumen héhere Endresultate eher er 

reicht werden als in den Versuchen mit, 
groBem Wasservolumen. In den flacherer 
Kurven kommt die anfiingliche ,,Giarungs- 
depression’ zur Anschauung. Obwohl im 
Versuch der Kurve 5, pro Volumeneinheit be 
rechnet, sich weniger Hefezellen (140 Millionen 
finden als im Versuch der Kurve 6 auf Abb. 3 
(dort 180 Millionen Zellen im cem), verliutt 
die Girung hier wesentlich schneller. Es ist 
also die Gesamtenzymmenge in einem Gar 
ansatz in erster Linie maBgebend fiir die Gir 
geschwindigkeit, weniger ausschlaggebend ist 
das Fliissigkeitsvolumen. 
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2. Ganz ahnlich wie die Verringerung der zugesetzten Hefemenge 


wirkt sich eine groBe Wasservolumenvermehrung auf den Géarablauf 
is. Dies soll Abb. 5 zeigen. Die angefiihrten Kurven stellen den 
Garablauf von 10 mg Glucose in verschiedenen Wassermengen 
dar, bei Verwendung gleicher Hefemengen. Bei der Verdiinnung 
der Zuckerlésung tritt eine Garungsverzégerung ein, die besonders 
den Halbwertszeiten zum Ausdruck kommt. Diese Verlang- 
samung der Gairung bei groBem Wasservolumen ist besonders deut- 
lich bei Verwendung von Hefe, die auch bei geringem Wasservolumen 
schon verhaltnismabig lange Garzeiten aufweist, also scheinbar in ihrem 
Zymasegehalt schon geschwacht ist. Es ergeben sich dann Kurven, 
die ganz abhnlich denen sind, wie sie Abb. 3 zeigt. Eine Beziehung 
zwischen Zellzahl der Hefe im cem Substrat und der Gargeschwin- 
digkeit kann jedoch ohne weiteres nicht aufgestellt werden. Es 
mu immer die Zymasemenge als fiir die Garungsgeschwindigkeit 
bestimmend angesehen werden. Was die Errechnung der Endresultate 
anlangt, so ergibt sich bei steigender Wasservolumenmehrung ein immer 
kleiner werdendes Garresultat. Neben dem schon beschriebenen, durch 
die Atmung bei Garungsverzégerung entstehenden Faktor kann das 
Endresultat noch durch einen zweiten Faktor, namlich den, der aus 
den Absorptionsverhaltnissen entsteht, beeinfluBt werden. Bei Ver- 
wendung groBer Wasservolumina kann natiirlich ein durch unvoll- 
kommene Absorption bedingter Fehler von Bedeutung werden. Dab 
das kontinuierlich kleiner werdende Endresultat bei der Wasservolumen- 
vermehrung in den angefiihrten Beispielen jedoch allein auf die Ab- 
sorptionsverhaltnisse zuriickzufiihren ist, ist unwahrscheinlich. 

3. Uber den Verlauf der Garungskurven, die bei der Vergarung 
verschiedener Zuckermengen erzielt wurden, kann man aus Abb. 6 
AufschluB erhalten. Die Halbwertszeiten der 20-, 10- und 5-mg-Ga- 
rungen sind verschieden lang. Dagegen entspricht die Viertelwertszeit 
der 20-mg-Garung etwa der Halbwertszeit der 10-mg-Garung (Differenz 
| Minute) und die Achtelwertszeit der 20-mg-Garung der Halbwertszeit 
der 5-mg-Garung (Differenz 3 Minuten). Ebenso entspricht die Viertel- 
wertszeit der 10-mg-Garung der Halbwertszeit der 5-mg-Garung (keine 
Differenz). Daraus folgt, daB die in gleichen Zeiten vergorenen Zucker- 
mengen, wie aus dem Anfangsteil der Garkurven ersichtlich, bei Ga- 
rungen verschiedener Zuckermengen gleich sind. Die Erscheinung, 
daB die Halbwertszeiten kleiner Zuckermengen immer langer gefunden 
werden als die entsprechenden Wertzeiten bei 10- und 20-mg-Garungen, 
wurde durch Kontrollversuche stets bestatigt. Die Verlangerung der 
Halbwertszeit kommt durch die Willkiirlichkeit ihrer Festlegung, als 
einem herausgegriffenen Punkt wahrend des Garablaufes, zustande. 
In dem Zeitpunkt der Halbwertszeit ist namlich bei den Garungen 
kleiner Zuckermengen Zucker nicht proportional den Garungen groBer 
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Zuckermengen gefunden worden, sondern relativ weniger, wie 
Endresultate anzeigen. Damit riickt die Halbwertszeit eigentlich 2. 
weit an das Ende und zeigt eine Verlingerung gegeniiber den Wert 
zeiten, wie sie aus den Garkurven gréBerer Zuckermengen ablesbar sind 
Wenn man die aus der errechneten Menge CO, vergorenen Zucke) 
mengen der drei Kurvenpaare betrachtet, so zeigt sich, daB die Garungen 


16 


Abb. 6. 
Beschickung der VersuchsgefiBe: 
In 1 und 2: 20mg Glucose in 2 cem Aqua dest 
— eee MP go 
ie os (a 
Vergoren 


ys - wa et 
mit O,2cem Hefeaufschwemmuneg 
lg:2cem Aqua dest. 
Girkurven von 20, 10 und 5mg Glucose ty 
gleichem Aqua dest.-Volumen und mit gleiche: 
Hefemenge. 

An den Kurven sind die Halbwertszeiten ein 
getragen, um ihre GréGenverhiltnisse zu zeige: 
Ferner geht aus den Kurven hervor, wie in den 
steilen Kurventeil in gleichen Zeiten gleiche 
Zuckermengen vergoren werden (vgl. '/, Wertzeit 
der 20-mg-Girung, '/), Wertzeit der 10-mg-Girung 
uod */, Wertzeit der 5-mg-Giirung). Die sich er- 
gebende Zeitdifferenz ist einmal auf schwer ver- 
meidbare Fehler bei der Zeitablesung wihrend des 
Versuchs zu beziehen. Dann aber besonders 
darauf, daB bei Girungen kleiner Zuckermengen 
iiberhaupt weniger Zucker, gemessen an der CO, 
Spannung, zurVergiirung kommt. Dies geht aus den 
GréBen der Girungsdefizite hervor, die in diesen 
Versuch bei der 20-mg-Girung 23,5%, bei det 
10-mg-Giirung 26% und bei der 6-mg-Garung 82 
betragen. So kommt es, da® die Girkurven, z. B 
der 5-mg-Girungen, eher abflachen und der will! 

Bie is kiirliche Kurvenpunkt der Halbwertszeit in ein 1 

g We= 15 spiiteren Zeitpunkt fallt, als die entsprechend: 
Wertzeit bei Girkurven gréBerer Zuckermenge! | 
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mit 20 mg Glucose als angewandte Menge mit einem Endwert von 15,3 mg 
die héchsten sind, d.h. das geringste Garungsdefizit von nur 23,5° 
zeigen. Dagegen zeigen die 10-mg-Garungen ein Garungsdefizit von 
26%, die 5-mg-Garungen ein solches von 32%. Die Differenzen de 
Garungsdefizite verschiedener Zuckermengen sind stets etwa in det 
angegebenen GréBenordnung gefunden worden, wenn auch die absoluten 
GréBben der Garungsdefizite bei den zu verschiedenen Zeiten, mit vei 
schiedenen Hefeaufschwemmungen angestellten Versuchen um 2 bis 5° 
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chwanken kénnen. Aus dieser Tatsache erklart sich das oben besprochene 
irgebnis, daB bei den 5 mg-Garungen die Halbwertszeiten meist linger 
vefunden wurden als die Viertelwertszeiten der 10 mg-Garungen. 

Zur apparativen Druckmessung der aus Zuckermengen iiber 15 mg 
ntwickelten CO, muB gesagt werden, daB diese Messung nur erfolgen kann, 
wenn man einen Druckausgleich an den Manometern wiihrend der Messung 


ausfiihrt. Andernfalls erfolgt ein Uberschlagen der Manometerfliissigkeit ins 


Verbindungsrohrsystem und der Versuch ist verloren. Der Druckausgleich 


erfolgt durch Offnen der Manometerhihne wihrend 1 Minute. Aus dem 
unmittelbar vor dem Ausgleich erfolgenden Druckanstieg, der aus der 
vorletzten und der letzten Ablesung (die unmittelbar vor dem Ausgleich zu 
erfolgen hat) errechnet wird, ergibt sich die durchschnittliche Steighéhe pro 
Minute. Dieser Wert muf zu den Steighéhen, die nach dem Ausgleich 
nachdem die Manometerhahne wieder geschlossen wurden) noch gefunden 
werden, addiert werden. Bei derartigem Vorgehen sind die Verluste an 
CO, beim Ausgleichen des Druckes nur gering. Bei sorgfaltigem und 
schnellem Arbeiten kann, wie die Kurven | und 2 zeigen, in dieser Weise 
eine vollstandig gerade, knickfreie Kurve erzielt werden. Bei noch gréBeren 
Zuckermengen, bei denen ein mehrmaliger Ausgleich zu erfclgen hitte, 
leidet die Genauigkeit der Messung. 


Il. Glucosegarungen bei Verwendung von Nahrlésungen. 

In der Absicht, die alkoholische Garung vollstandiger zu gestalten, 
wurde versucht, sie durch Zugabe von Nahrlésungen zu beeinflussen. 
Mit der von Willstdtter (13) angegebenen Pepton-Phosphat-Nahrlésung! 
ergaben sich beachtliche Veranderungen des Garablaufs. Einen der- 
artigen Versuch zegt Abb. 7. Da die Konzentration der Nahrlésung 
urspringlich fiir das Trockengewicht der Hefe angegeben wird, konnte 
die errechnete Menge Nahrlésung erst nach vorausgegangener Trocken- 
bestimmung der Hefe zugegeben werden. 

Wie ersichtlich, zeigt sich besonders in den mittleren Teilen der 
Kurven eine wesentliche Garbeschleunigung, sowohl bei den 5 mg- wie bei 
den 10 mg-Garungen. Das Endresultat der Versuche mit Nahrlésung 
ist um etwa 2 bis 4°% héher wie das der Versuche ohne Nahrlésung. 
Zur Beurteilung des Endresultats mu aber gesagt werden, dab die 
Absorptionsverhaltnisse fiir COQ, in der Lésung jetzt verandert sind. 
Es ist nun aber nicht anzunehmen (und das geht aus dem Versuch 
Abb. 10 hervor), da durch die an sich sehr schwache Salzlésung 
die Léslichkeit fiir CO, bis auf 0 verringert wird. Immerhin bleibt 
fir die im Mittelteil der Kurve gefundenen Werte eine deutliche 
Erhéhung bestehen, sicher bedingt durch den EinfluB der Nahrlésung. 


' Zusammensetzung der Wollstdtterschen Pepton-Phosphatnihrlosung : 
0,25 g Pepton 
0,25 g KH,PO, 
0,025 g MgSO,.7H,O 
0,01 g CaSO,.2H,0 


Biochemische Zeitschrift Band 281. 5 


zu verwenden fiir 0,2 ¢ Trockenhefe. 
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Die Garbeschleunigung betrug zu manchen Ablesungszeiten bis 15°, 
Der Endpunkt wurde bei der 10 mg-Garung um etwa 1 Stunde ehe: 
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Abb. 7. Beschickung der VersuchsgefiBe: 
In 2: 10 mg Glucose in 2. cem Aqua dest. 
3: 10 ,, e at om es .» + Lleem Pepton-Phosphatlésung. 
a: 8 - ee 


6+ 84 -" pf) Os lea om ‘s at a o6 
Vergoren mit 0,2 cem Hefeaufschwemmung, 1 g: 10 cem Aqua dest. (etwa 20 mg Hefe). 
Vergiirung von 5 und 10 mg Glucose mit und ohne Zusatz von Willstdtterscher Pepton-Phosphat- 
nahrlésung. 
Die Girungsbeschleunigung durch Nihrlésung ist in den zu Vergleich stehenden Kurven deutlich 
Sie betrigt max. 15% in den mittleren Kurventeilen und ist nicht gréBer als bei Zugabe von ein 
fachem Phosphat, wie bei Vergleich mit Kurve 5 und 6 auf Abb. 3 hervorgeht, wo etwa dieselb 
Hefemenge verwendet wurde. Bei Anwendung gréBerer Hefemengen wire die Girungsbeschleunigunyg 
weniger in Erscheinung getreten. Entsprechend den Versuchen mit einfachem Phosphat wurde in 
den mit Nahrlisung beschickten GefiiBen ein (um 2 bis 3,5 °,) héheres Resultat zeitlich eher erreictit 
als in den Versuchen ohne Nihrlésung. 


Ganz ahnliche Kurven wurden bei Verwendung einer Glykokoll- 
Phosphat-Pufferlésung erzielt!. Auch hierbei konnte (vgl. Abb. 8) 
wie besonders die mittleren Teile der Kurven zeigen, eine wesent- 
liche Garbeschleunigung nachgewiesen werden, der Endpunkt diese: 
Garungen wurde wieder jeweils friiher erreicht. Die Resultate 
liegen wieder um 3 bis 4°% héher als die der mitlaufenden Versuche 
ohne Zusatz von Nahrlésung. Durch gréBere Mengen von Nahrlésung 
konnte weitere Garungsbeschleunigung nicht erreicht werden. 


Zusammensetzung der Glykokoll-Phosphatpufferlésung (px 3,7) 
2,3747 g Glykokoll 

2,26938 g KH,PO, | 
1,8533 ¢ NaCl | 


durch Auffiillen mit destilliertem Wasser aut 
500 cem bereitet. 


. ‘ Phosphatkonzentration = 0,033 mol.) 
26cem n/10 HCl (} nosphatkonzentre _ 
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In den Riicksténden der Garungen wurde nach der kolorimetrischen 
bestimmungsmethode von Waul/f mit Indikatorfolien das py bestimmt. 
kis betrug fur: 

Versuch 2 (mit Pufferlésung) pu = 3,6 
0 (ohne ~ ) pu 3,3 


vergorener Zucker ——> 
D gy 


ww 


% 


~ 


— 





3 
Ablesezeiten —» 
— ca a, Vv )6=Co 
Abb. & Beschickung der VersuchsgefaBe: 
In 2: 10mg Glucose in 1 ecem Aqua dest. + 1,5 cem Glykokoll-Phosphatlésung. 
xe: OF 20 . ‘a . 
Vergoren mit 0,2cem Hefeaufschwemmung, 1g:5ecem Aqua dest. (etwa 40 mg Hefe). 
Vergiirung von 10 mg Glucose mit und ohne Zusatz von Glykokoll-Phosphatlésung. 
Auch in dem Glykokoll-Phosphatversuch trat eine Girungsbeschleunigung von 14 % in den mittleren 
Kurventeilen auf und es wurde ein (um 3,5 ®,) hGheres Endresultat eher erreicht wie in dem Vergleichs- 
versuch. Es ist bemerkenswert, daB in diesem Versuch, bei dem 40 mg Hefe angewendet wurden, 
eine so starke Girungsbeeinflussung durch die Nihrlésung erfolgte, die, bei gleicher Hefemenge im 
Versuch auf Abb. 3 (Kurve 3 und 4) durch einfaches Phosphat nicht erzielt wurde. 


” ” 


Der Anwesenheit der PO,-Ionen, welche bei der Garung als wichtig 


gelten, wurde durch Zugabe von (etwa 15 mg) sekundarem Kalium- 
phosphat (KH,PO,) zu den Ansatzen Rechnung getragen. Die Hefe- 
mengen wechselten. 

Dieser Versuch ist in Abb. 3 dargestellt. Interessanterweise 
stellt sich heraus, daB bei den Versuchen mit groBen Hefemengen 
(in 1 und 2 baw. 3 und 4) nur eine sehr geringe Garungsbeschleunigung 
erzielt werden kann, die sowohl zu den meisten Ablesezeiten als auch 
beim Endresultat (wenigstens in 1 und 2) nur 2 bis 3° ausmacht. 
Erst bei Anwendung kleiner Hefemengen (in 5 und 6) ergibt sich stets 
eine Garungsférderung; sie betragt maximal 15°, bei fast gleichem 
Endresultat. Die Gesamtgarzeiten waren bei Verwendung groBer Hefe- 
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mengen nicht auffallend verschieden. Bei der Garung mit 20 mg H: 
hat der Phosphatzusatz aber eine wesentliche Verkiirzung der Garz 
zur Folge. 


Dieser Befund, der stets reproduzier bar war, erlaubt den bi 


reits in anderem Zusammenhang angefiihrten SchluB, daB di 
groBben Hefemengen (von 100 bis 40mg) auch ohne Nahrlésung: 
nahezu optimal arbeiten, daB aber die geringen Hefemengen von 20 img 
und darunter in ihrer Wirkung durch Zusatze bestimmter Ionen ver 
stirkt werden kénnen. Diese Erscheinung wird wohl darauf zuriick- 
zufiihren sein, daB die groBben Hefemengen anscheinend geniigend 
Phosphat mitbringen, wahrend bei geringen Hefemengen durch die starke 
Verdiinnung der Hefeaufschwemmung die Phosphatkonzentration 
unter die Grenze der besten Wirksamkeit sinkt. Bei Zugabe von melu 
Phosphat (mehr als 15 mg) ist aber eine weitere Steigerung der Wirkung 
nicht mehr méglich. Ebenso war es ziemlich gleichgiiltig, ob die Phos- 
phatlésung vor der Garung der Hefe ins Uhrschalchen zugesetzt wurde, 
also lange mit der Hefe in Beriihrung war, oder ob sie zur Zuckerlésung 
gegeben wurde. Auch eine Veraénderung des py in der Zuckerlésung 
nach stark sauer hatte keinen EinfluB auf den Garablauf. Auffallend 
ist, daB der Versuch (Abb. 2) bei Verwendung von 40 mg Hefe 
und 15 mg KH, PO, (GefaB 3 und 4) eine so geringe Garungsbeschleuni- 
gung erfahrt. Bei Verwendung derselben Hefemengen, aber einem 
Zusatz von Glykokoll-Phosphat naimlich, war die Beschleunigung etwa 
dreimal gréBer. Offenbar erweist sich hier die Glykokoll-Phosphat. 
Pufferlésung als iiberlegen. 

Weiteres iiber die Férderung der Garung bzw. enzymatischen 
Spaltung wird bei der zellfreien Glucosegérung sowie bei der Maltose- 
spaltung gesagt werden. 


Ill. Versuche zur Klarung des Garungsdefizits. 


Es lag nahe, Untersuchungen anzustellen, die dem Verbleib der 
bei den angestellten Garversuchen nicht gefundenen Zuckermengen 
nachgingen. 

Diese Untersuchungen hatten zunachst eine genaue Kenntnis tiber dit 
in die VersuchsgefaRe tatsichlich eingebrachten Zuckermengen zur Vat 
aussetzung. Die gravimetrisch bereiteten Zuckerlésungen wurden polari 
metrisch kontrolliert. Weiterhin muBte untersucht werden, ob sich in den 
Garriickstiinden noch etwa zuriickgebliebener Zucker befand. Der Zucke 
nachweis im Riickstand ergab nach Fehling kaum nennenswerte Cu,O-Aus 
scheidung, die bei Vergleich mit bekannten Zuckerlésungen weniger als 

io mg betrugen. Diese geringe Reduktionswirkung beruht wahrscheinlich 
iiberhaupt nicht auf der Anwesenheit von reduzierendem Zucker, sondern 
auf anderen reduzierenden Substanzen im Garriickstand. Wenn der Riick 
stand langere Zeit stehengelassen wurde, konnte z. B. nach 24 bis 48 Stunden 
die Fehlingsche Probe viel starker positiv gefunden werden. Dagegen bliel 
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e gleich schwach, wenn die abzentrifugierten, von der Hefe abgetrennten 
Carriickstande nach 24 Stunden untersucht wurden. Nachdem also im 
(arriickstand kein Zucker mehr nachweisbar war, fiel damit auch die Ver- 
mutung einer etwaigen Erschépfung der Hefe, eines Unvermégens der Hefe, 
Zucker in sehr schwachen Konzentrationen zur Vergarung zu_ bringen. 
Kine Erschépfung der Hefe konnte iiberhaupt nicht festgestellt werden. 
Die den Riickstanden einer Glucosegiirung zugesetzte frische Glucose wurde 
von der schon tatig gewesenen Hefe genau wie die erste Glucosemenge 
vergoren. Gleichzeitig kcnnte mit dieser Feststellung ein Urteil iiber eine 
Glykogenspeicherung der Hefe gewonnen werden. Ware sie betrachtlich, 
so miiBte in den angegebenen Versuchen die Hefe von der ersten Garung 
her mit Glykogen angereichert sein und wiirde dann bei der zweiten Garung 
um so mehr Zucker zur Vergirung bringen kénnen. Dies miiBte sich in 
einem kleineren Garungsdefizit bei der zweiten Glucosegarung auBern. Es 
miissen also fiir das Entstehen des Garungsdefizits andere Vorgiénge, an- 
oxybiontische Zuckerzersetzungen, zur Erkléirung herangezogen werden. 

Bei der Leichtigkeit, mit der Mikroorganismen Zucker abbauen, er- 
scheint es méglich, daf vielleicht ein Hauptteil des Garungsdefizits durch 
Milchséurebildung aus Glucose zustande kommt. Es wurden deshalb nach 
der .Mendel-Goldscheiderschen (14) kolorimetrischen Milchséiurebestimmung, 
Garriickstande auf ihren Milchsduregehalt untersucht. 

Ein Riickstand einer eben abgelaufenen 10 mg-Glucosegéirung ergab 
0,25 mg Milchséiure. Davon kommen 0,05 mg Milchsiéure in Abzug, welche 
durch die milchséiurehaltige Hefeaufschwemmung bedingt sind. Nach der 
stéchiometrischen Berechnung kann die geringe Milchsiurebildung den 
Verbleib gréBerer Zuckermengen, wie sie sich aus dem Garungsdefizit er- 
geben, nicht erklaren. 

Nachdem also die angewandte Glucosemenge eingehend kontrolliert, 
der Garriickstand untersucht war und die Hefe fiir das Zustandekommen 
eines Garungsdefizits selbst auch nicht in Betracht kommt, scheiden 
diese Faktoren zur Erklarung aus. Es bleibt noch zu erwagen iibrig, 
ob und wie weit die chemische Konstitution der Glucose an dem Defizit 
die Schuld tragt. Es liegt im Bereich der Méglichkeit, daB die aus einem 
gréBeren Verband abgespaltene und unmittelbar vergorene Glucose 
andere Resultate liefert als Lésungen, die aus kristallisierter Glucose 
bereitet sind. Dieses ist so vorstellbar, daB die durch Spaltung der 
Disaccharide frei gewordenen Valenzen reaktionsfahiger sind und sich 
intensiver betatigen als wenn erst wieder stabilere Zustaénde bei den ent- 
standenen Monosacchariden eingetreten sind. Von der definierten 
z- und f-Glucose ist bekannt, daB sie in Lésung einem Gleichgewichts- 
zustand zustreben, der zeitlich meBbar ist. Wird vergoren, bevor dieser 
Zustand erreicht ist, so treten deutliche Unterschiede im zeitlichen 
Ablauf der Garung hervor, und zwar zeigt die Glucose gréBere Garungs- 
bereitschaft, die auch in der Beschleunigung der Garung ihren Ausdruck 
findet. Deshalb wurden Géarungsversuche angestellt mit eben ab- 
gespaltener Glucose, die durch enzymatische Zerlegung von Disacchariden 
entstanden war. So wurde zu Saccharose Branntweinhefe gegeben, 
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die auf Grund ihres Saccharasereichtums erst die Spaltung und sofo1 
die Garung der entstandenen Monosaccharide vollzieht. Ferner wurd 
die aus umkristallisierter Maltose nach maltatischer Spaltung dure 
verschiedene maltasereiche Fermentausziige freigemachte Glucos 
vergoren. Auch die aus Lactose verschiedener Herkunft durch la 
tatische Spaltung entstandene Glucose wurde auf ihre Garfaihigkeit 
untersucht. 

Bei diesen Versuchen ergab sich, daB auch die aus Disaccharide: 
entstandene Glucose (bei Saccharose das Glucose-Fructose-Gemisch 
im Prinzip ganz gleichartig wie die aus kristallisierter Glucose het 
gestellten Zuckerlésungen vergoren wurde. Auch hier traten Garungs 
defizite auf, die etwa in der gewohnt hohen GréBenordnung lagen 
Es konnte demnach eine wesentlich vollstandigere alkoholische Garung 
nicht erzielt werden. 

Im folgenden soll ein Faktor Beriicksichtigung finden, der geeignet 
ist, das Garungsdefizit mehr in physikalischer Richtung zu beeinflussen. 
Bei der Garung spielt die Atmung der Hef eine groBe Rolle. Wahrend 
man friiher glaubte, daB Atmung und Garung sich gegenseitig aus 
schlieBende Vorginge sind, weiB man jetzt, daB diese beiden Prozesse 
nicht so strikt zu trennen sind, ja sich sogar gegenseitig vertreten kénnen. 
Bei Besprechung der Kurven der Glucosegarung wurde erwihnt, dal 
nach Erreichen des Manometerhéchststandes ein erst langsames, dann 
immer schneller werdendes Absinken des Druckes erfolgt. Diese Vor- 
ginge der Druckabnahme wurden als Atmungsvorgange der Hefe ge- 
deutet. Es ist aber unwahrscheinlich, daB dieses am Manometer nach- 
gewiesene Absinken des Druckes erst dem Beginn der Atemperiode der 
Hefe entspricht. Sicher setzt auch schon friiher die Atemtatigkeit ein 
und Jéuft neben der Garung her. An der Kurve betrachtet kommt zur 
Zeit intensiver Garung, also in Cem steilen Kurvenabschnitt der EinfluB 
der AtmungsgréBe nicht so zum Ausdruck, als wenn die Garung sich 
ersch6pft hat und der Kurvenverlauf flacher wird. Der gasverbrauchende 
AtmungsprozeB spielt bei den langsamen Garungen viel mehr in den 
GarungsprozeB hinein und tauscht ein scheinbar kleineres CO,-Volumen 
vor. So ist auch das bei den langsamen Garungen immer kleiner ge- 
fundene Endresultat zu erklaren. Bei viermal so langer Garzeit, z. B. im 
Vergleich zu einer Schnellgérung von 2 bis 2!/, Stunden Gesamtgarzeit. 
betiagt das Endresultat an vergorenem Zucker schon etwa 10°, weniger 
Demnach sind die gezeichneten Kurven die Resultanten aus dem gas- 
liefernden CarungsprozeB und dem gasverbrauchenden Atmungsprozeb. 

Um die GréBe der Atmung des Sauerstoffverbrauchs bei der Garung 
annéhernd zu bestimmen, wurde versucht, die bei der Garung entstandene 
Menge CO, méglichst rasch an festes Ba (OH), zu binden und so den 
O,-Verbrauch allein zu messen (Abb. 9). 
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Dazu war es nétig, in den VersuchsgeféaBen, nah iiber den Gartfliissig- 
keiten, ein Schalchen zu befestigen, das zur Aufnahme des Ba (OH), diente. 
Mittels Picein wurde ein méglichst breites Schalchen im Innern der Versuchs- 
-etaBe (und der VergleichsgefaBe) angeklebt. Als Kontrollversuch wurde eine 
Garung ohne Ba (OH), als Absorbens gleichzeitig beobachtet. 

Das Kurvendiagramm (Abb. 9) gibt ein Bild tiber den Verlauf 
les O,-Verbrauchs. Ausgedriickt ist der O,-Verbrauch in mg Glucose, weil 
festgestellt werden sollte, um wieviel mg Glucose der gasverbrauchende 
\tmungsprozeB einen niedrigeren Garwert vortauscht. Beim Versuch 
zeigte sich, daB zu Anfang der Garung in dem Absorptionsversuch positive 
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Abb. 9. Beschickung der VersuchsgefiBe: 
In 4: 10 mg Glucose in 2 cem Aqua dest. mit Ba(OH),-GefaS | Vergoren mit 0,2 ccm Hefeauf- 
6:10 os 7 = » Ohne Ba(OH).-GefaB | schwemmung, 1 g:2cem Aq. 
O,-Verbrauch bei einer 10 mg-Glucosegiirung und die dadurch gefilschte ,,Gidrkurve’. 
Kurve 5 zeigt die Girkurve von 10 mg Glucose, die gezeichnete ,,Girkurve™ ist die Resultante aus 
CO,-Entwicklung und O,-Verbrauch. Zur Zeit des Horizontallaufens der Kurve (zwischen Zeit VII 
und VIII) ist die Girung beendet. Um diese Zeit kann mit Hilfe von Reduktionsproben im Gir- 
riickstand praktisch kein Zucker mehr nachgewiesen werden. Nach dieser Zeit findet ein erst lang- 
sames, dann etwas schneller werdendes Absinken des Druckes statt, was mit Atmungsvorgingen im 
Zusammenhang steht. Kurve 4 zeigt den O,-Verbrauch bei einer Girung unter ganz gleichen Be- 
dingungen, bei der aber das entstehende CO, an Ba(OH), gebunden wird. Die Kurve gibt an, wieviel 
mg Glucose bzw. ihr entsprechendes CO,, durch O,-Verbrauch iiberdeckt werden, also in einem 
Girungsversuch wie in Kurve 5 sich der Messung entziehen, durch den physikalisch der Messung 
entgegenarbeitenden Atmungsvorgang. Zur Zeit II] ist erstmalig ein O,-Verbrauch nachweisbar 
(vgl. Text), von da ab steigt er in etwa gleichbleibender Weise weiter an. Am Endpunkt der Girung 
betrigt der MeBwert der Atmung 1,2 bis 1,5 mg Glucose. Um diesen Betrag an Giucose ist die Kurve 5 
sicherlich zu niedrig gefunden worden, was einem 12 bis 15° zu hoch gefundenen Garungsdefizit 
entspricht. Der spiterhin (ab Zeit VIIJ) weitergehende O,-Verbrauch kann natiirlich nicht mehr 
ohne weiteres fiir die Entstehung des Girungsdefizits) in Anrechnung gebracht werden, da die 
Girung zu dieser Zeit ja schon beendet ist. 





Druckschwankungen auftraten, also nicht sofort alles CO, an das Ba (OH), 
gebunden wurde. (Méglicherweise handelte es sich jedoch auch um eine 
durch Warmeténung hervorgerufene voriibergehende Gasvolumenver- 
gréBerung.) Aber bereits zu einer Zeit, bei der die Garung noch in vollem 
Gange war, kam es, wie der Kontrollversuch zeigt, zu einer negativen 
Druckschwankung, also zu O,-Verbrauch durch Atmung. Zur Zeit des 
héchsten Druckanstieges im Kontrollversuch (zwischen Zeit VII und VIII) 
nahe dem Ende der ,,Garung* hatte der Sauerstoffverbrauch bereits eine 
GréBe angenommen, welche die aus 1,5 mg Glucose entstehende CO,- 
Spannung kompensierte. Es ist erlaubt zu folgern, daB der Sauerstoff- 
verbrauch in der Garperiode den aus der Gasspannung errechneten Girwert 


um diesen Betrag von 1,5 mg herabsetzt. Nachdem das Garungsdefizit 
am Ende der Garungen etwa 2,5 mg (= 25°.) betragt, 1,5 mg Glucose 
aber nur scheinbar durch O,-Verbrauch nicht gefunden werden, so betriigt 
das wirkliche Garungsdefizit nur I mg ( 10°,). Aus dem Verlauf der 
O,-Kurve zu folgern, daB noch mehr Garungs-CO, durch O,-Verbrauch 
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iiberdeckt wird, erscheint nicht gerechtfertigt. Wie bereits angegeben, ist 
ja zu der Zeit, die als Ende der Garung bezeichnet wurde, keine Glucose al; 
reduzierende Substanz mehr nachzuweisen. 

Eine weitere Ausdeutung der beiden Kurven, etwa dahingehend. 
warum die Druckabnahme nach Beendigung der CO,-Entwicklung in dem 
Kontrollversuch nicht ebenso verlauft wie die Atmungskurve zur selben 
Zeit, soll hier nicht weiter erfolgen. 


Aus dem Versuch geht hervor, daB der gréBere Teil des Garungs 
defizits durch den gasverbrauchenden Atmungsproze} zustande kommt 
AuBerdem aber sind auch wirklich Zucker verbrauchende anoxybionti 
sche Prozesse (Milchséurebildung, Aldehydbildung, Glykogensynthese 
und andere) an der Entstehung des Garungsdefizits beteiligt. 


IV. Zellfreie Glucosegarung mit HefepreBsaft. 

Die bei den Garversuchen mit lebender Hefe beobachteten Atmungs- 
erscheinungen fiihrten dazu, nach dem alten Buchnerschen (16) Vorbild 
das Enzym Zymase von der lebenden Hefezelle zu trennen und Gar- 
versuche mit mdéglichst zellarmen zymasehaltigem Hefesaft durchzu- 
fiihren. Auf diese Weise sollten alle diejenigen Vorgange bei der Garung 
ausgeschaltet werden, die, durch die Lebensvorgéinge der Hefezelle be- 
dingt, den reinen enzymatischen Vorgang der alkoholischen Garung 
beeinflussen. 

Die Herstellung des zymasehaltigen Materials, das in diesen Giarver- 
suchen die Stelle der lebenden Hefe vertreten sollte, wurde so vorgenommen, 
daB méglichst dicker Hefebrei mit Quarzsand kraftig in der Reibschale 
zerrieben wurde. Der Brei wurde filtriert und das Filtrat abzentrifugiert. 
Dadurch wurde eine opaleszierende Fliissigkeit erhalten, die in Mengen 
von 0,6cem zur Glucosegiirung benutzt wurde. Die mikroskopische Be 
trachtung ergab, daB dieser HefepreBsaft nur noch feine Zellsplitter und 
vereinzelte Hefezellknospen enthielt, wie sie den lebenden Hefezellen haufig 
aufsitzen. Im Vergleich zu den Mengen von Hefezellen, die sich in den 
Hefeaufschwemmungen befanden, konnte dieser HefepreBsaft als praktisch 
zellfrei betrachtet werden. Der Vorgang des Zerreibens der Hefe kann da- 
durch erleichtert werden, da8 der Hefebrei mit fliissiger Luft wiederholt 
ausgefroren wird. Auf diese Weise bereiteter Hefebrei ergab nach Ultra- 
filtration durch Cellafilter ein Filtrat, dem eine deutliche, wenn auch lang 
same Garung zukam. Die Zymase behialt also in absolut zellfreiem wasseri- 
gem Substrat, frei von grob nachweisbarem Eiwei8, ihre Wirksamkeit. 

Ein Versuch von Glucosegirung mit HefepreBsaft, der ohne Ultra- 
filtration nur durch Verreiben der Hefe und Abzentrifugieren herge- 
stellt wurde, ist in Abb. 10 dargestellt. Zu den Versuchen wurden 
10 mg Glucose in Lésung und 0,6 ccm eines frischen HefepreBsaftes 
verwendet. Zur Kontrolle iiber die eventuell im PreBsaft ablaufenden 
Gasprozesse wurde auch jeweils ein Leerversuch mit der im Haupt- 
versuch enthaltenen Menge PreBsaft in entsprechendem Fliissigkeits- 
volumen angesetzt. Wie die Kurven zeigen, erfolgt nach Versuchs- 
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beginn zunachst ein sehr langsamer Druckanstieg, der sich nach etwa 
4 Stunden wesentlich beschleunigt und dann nach weiteren wenigen 
stunden wieder nachlaBt, dem Ende der Gérung zugehend. Die erzielten 
Resultate an vergorener Substanz, gemessen an der CO,-Spannung, 
lagen in den allermeisten Fallen um einige Zehntel mg uber 10 mg. 
Ks wurde also ein etwas héherer Endwert der Garung erreicht als es 
der zum Versuch angewandten Menge Glucose entsprechen wirde. 
mg) { 
10} + + - + + . 
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Abb. 10. Beschickung der VersuchsgefiBe: 
In 2: 10 mg Glucose in 2cem Aqua dest. 
ae ae a se os » + leem Pepton-Phosphatlésung. 

. 7: Leerversuch mit 0,6 ccm HefepreBsaft + Aqua dest. beschickt. 

.. 2 und 4: vergoren mit 0,6ccm nahezu zellfreiem HefepreBsaft. 
Girung von 10 mg Glucose mit HefepreBsaft mit und ohne Zusatz von Willstdtterscher Pepton- 

Phosphatlésung. 
Kurve 7 zeigt den Druckanstieg in dem nur mit PreBsaft beschickten Leerversuch (Glykogenabbau ?). 
Kurve 4 zeigt den Girablauf der 10 mg Glucose, beschleunigt gegeniiber Kurve 2 durch die Phosphat- 
lisung. Die Beschleunigung macht max. 25°, aus und der gleich grofe Endwert wird eher erreicht. 
In den ersten 3 Stunden tritt nur eine langsame Girwirkung auf. Wenn der Endwert von Kurve 7 
vom Endwert von Kurve 2 und 7 abgezogen wird, ergibt sich, da® in 2 99,5°,, in 4 98,1%, der 
angewandten Glucose, also praktisch alle Glucose vergoren wurde. Es tritt also kein Girungsdefizit 
auf, weil keine Atmung und keine Nebenreaktionen durch den Pre®saft zustande kommen. 


In einigen Fallen jedoch wurden maximal 0,2 mg Glucose zu wenig 
gefunden. Die Endresultate der Garung lagen bei diesen Versuchen 
mit HefepreBsaft also zum ersten Male nahe den theoretischen Glucose- 
werten, so daB man die Garung hier als 100° ig bezeichnen kann. 

AufschluB dariiber, wie es zu einem Resultat von iiber 10 mg 
Glucose kommen kann, gibt der mitlaufende Leerversuch mit dem 
HefepreBsaft ohne Zucker. In diesem Vergleichsversuch war eine 
geringe positive Druckschwankung zu beobachten. Wenn man die 
Zuckerwerte dieser geringen Drucke errechnet, und von dem Haupt- 
versuchswert abzieht, so riicken die Endresultate der Glucosegarungen 
noch weiter an 10 mg heran. 

Es wurde analog zu den Experimenten mit lebender Hefe untersucht, 
ob sich eine Beeinflussung des Garablaufes auch hier mit der Will- 
statterschen Nahrlésung erzielen lieB. Dieser Einflu8 war vorhanden 
und geht aus den Kurven (Abb. 10) eindeutig hervor. In den 
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mittleren Teilen der Kurven, zu der Zeit der schnellsten CO,-Ent 
wicklung, war dieser EinfluB am gréBten. Die Garbeschleunigung 
machte tiber 1 mg (= 10°%) aus. Das Erreichen eines annéhernd gleiche) 
Kndresultats in den mit und ohne Nahrlésung beschickten Versuchen 
zeigt, da eine wesentliche Veranderung der Absorptionsbedingungen 
in der nahrlésunghaltigen Versuchsfliissigkeit keine Rolle spielt 
Dieser Befund ist wertvoll zur Beurteilung der Endresultate bei den 
Versuchen mit lebender Hefe und Nahrlésung, die oben besprochen 
wurden. 

Die pu-Werte der Garriicksténde lagen bei Verwendung von 
Nahrlésungen bei 4,6, wahrend sie ohne diese um 3,6 bis 3,7 lagen 
Ks sei hier nochmals erwahnt, daB den Garriicksténden der 10 mg- 
Glucosegérungen ein py von etwa 3,2 zukam, wenn lebende Hefe zur 
Garung benutzt wurde. Diese Werte zeigen, daB bei der Garung mit 
PreBsaft weniger saure Produkte gebildet werden als bei der Garung 
mit intakten Hefezellen. Ganz ahnliche Ergebnisse konnten mit dem 
absolut zellfreien Ultrafiltrat von PreBsaften erzielt werden. Die End- 
resultate dieser Versuche lagen nur etwas héher als 10 mg Glucose. In 
den erstangefiihrten Versuchen wurden nach Erreichen des Endaus- 
schlages keine oder nur wenige Bakterien gefunden, was mit der An- 
wesenheit von Hefezellresten in Zusammenhang gebracht wird. 

Die anfainglich geringe Gasentwicklung im Leerversuch mit dem 
HefepreBsaft ist méglicherweise auf den Abbau von Glykogen und die 
Vergarung des daraus entstandenen Zuckers zuriickzufiihren, nachdem 
Bakterien dafiir kaum in Betracht kommen. Da fast alle Hefen Glykogen 
enthalten, ist es méglich, daB dieses bei der Zerstérung der Zellen durch 
Autolyse zu vergirbarem Zucker abgebaut wird und in den Versuchen 
zur VergréBerung der Resultate iiber den 100°,igen Wert hinaus fiihrt. 
So konnte also gezeigt werden, daB mit zellfreiem HefepreBsaft 100% ig 
verlaufende Garungen nach dem Vorbild Buchners erreicht werden. 
Bei diesen Gaérungen kénnen keine Atmungsvorginge die Resultate 
falschen und kann kein Zuckerverbrauch zu Nebenprozessen sattfinden. 
Entsprechend ist das Garungsdefizit dieser Versuche gleich Null, sowohl 
bei 10- als 5-mg-Garungen. Gleichzeitig sind diese Versuche ein schéner 
Beweis fiir die Genauigkeit, mit der die Apparatur arbeitet, auch in 
Versuchen, die sich tiber viele Stunden erstrecken. 


B. Fermentative Spaltung héhermolekularer Zucker, beobachtet an der 
Giirung der dabei entstehenden Monosaccharide. 


Die besprochenen Versuche von Glucosegarung sollten der Orien- 
tierung tiber einige der wichtigsten GesetzmaBigkeiten bei der einfachen 
Garung dienen. Nach deren Kenntnis kann die Garung in der Apparatur 
des Mikrospirometers jedoch auch zur anschaulichen Darstellung von 
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ermentativen Spaltungen, wie Starke- oder Dextrinabbau oder Di- 
-accharidspaltung benutzt werden. Bei all diesen Vorgingen entsteht 
ja durch Hefe vergérbare Glucose. Nachdem der Garablauf von Glucose 
unter den eingehaltenen Bedingungen festgelegt und studiert ist, ist 
man jetzt in der Lage, aus der Form der Garkurven, beispielsweise von 
Glucose die aus Lactose durch Lactase in der Apparatur entstanden ist, 
die Geschwindigkeit der lactatischen Spaltung zu beobachten. 

Bei derartigen Versuchen ist es zweckmaBig, neben dem Hauptversuch, 
in dessen VersuchsgefaiB sich der zu spaltende Zucker, das ihn aufspaltende 
Ferment und Hefe befindet, einen Vergleichsversuch mit der im Haupt- 
versuch zu erwartenden Menge Glucose unter méglichst gleichen Bedin- 
gungen mitlaufen zu lassen. Aus der Differenz der Kurven ergibt sich dann 
anschaulich die Wirksamkeit des im Hauptversuch zugesetzten zucker- 
spaltenden Ferments, da die Geschwindigkeit der Gairung von der nur 
langsam erfolgenden Zuckerspaltung abhangig ist. Noch zweckmaBiger ist 
es aber, zum Vergleich einen weiteren Versuch durch Modifikation der Be- 
schickung eines VersuchsgefaéBes vorzunehmen. Diese erfolgt derart, da{ 
man die Tatigkeit des Ferments nicht blo8B vom Beginn des Durcheinander- 
schiittelns von Zucker mit der Hefe und dem Spaltungsferment beobachtet. 
Man beobachtet auch gleichzeitig einen Versuch in dem bereits vor dem 
Versuchsbeginn, also vor der Garung, Glucose schon durch das Ferment 
frei gemacht wurde. Dies kann geschehen, wenn man bei der Beschickung 
der VersuchsgefiBe den Fermentzusatz nicht in das Hefeschalchen gibt, 
sondern der Zuckerlésung zusetzt, so daB das Ferment wirksam ist, bevor 
die Gairung begonnen hat. Bei derartiger Versuchsanordnung kann am 
besten die Wirksamkeit des Ferments bestimmt werden, da man eine durch 
die langsame Wirkung des Glucose freimachenden Ferments limitierte 
und eine, bei beendeter Wirkung des Ferments, reine ungehemmte Glucose- 
garung beobachtet. AuBerdem kénnen auch in dieser Weise etwaige Unter- 
schiede in der Vergiarbarkeit der aus héheren Zuckern entstandenen Glucose, 
im Vergleich zu Zuckerlésungen, die aus kristallisierter Glucose hergestellt 
sind, beobachtet werden. 

Als Beispiel einer Disaccharidspaltung mége hier ein Versuch 
(Abb. 11) dienen, bei dem Maltose durch Pferdeblutleukocyten in 
Glucose gespalten und diese durch Hefe vergoren wurde. Die zum 
Versuch verwandte Maltose wurde durch Umkristallisieren (18) aus 
Kahlbaumscher Maltose gewonnen. Die Leukocyten wurden nach dem 
Verfahren von Hamburger und Hekma, zuletzt auch von Wallstdtter (17) 
angewandt, aus Pferdeblut gewonnen und mit KH,PO, versetzt. Sie 
stammten in dem angefiihrten Versuch aus 2 Liter Blut. Von dem mit 
fliissiger Luft hergestellten Leukocytenbrei wurde teils der 10 mg 
Maltosehydrat enthaltenden Zuckerlésung, teils der Hefe zugesetzt. 
In einem Vergleichsversuch wurde die Garung von Maltose beobachtet, 
wie sie durch maltosehaltige Hefe allein zustande kommt. 

Kurve | und 2 zeigen, daB zu Anfang des Versuchs bis zur Zeit der 
Ablesung II (6 Stunden nach Vereinigung von Leukocyten mit Maltose) 
eine ziemlich flotte Garung, durch die bereits vor der Garung frei gemachte 
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Glucose auftrat. Jedoch war die maltatische Wirkung wahrend de1 
Garung noch nicht ganz abgeschlossen, sondern ging noch langsam 
weiter, wurde, wie der Vergleich mit Kurve 3 zeigt, sogar noch dure] 
die Wirkung der Hefemaltase vervollstandigt. Die Differenzen de: 
Kurven | und 2 ergeben sich aus dem gréBeren Maltasezusatz in 2, 
sowohl was die Zeit wie das Endresultat betrifft. Interessant ist der 
Verlauf der Kurve 5. Bis zur Ablesungszeit II tritt eine langsame, 
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Abb. 11. Beschickung der VersuchsgefiBe: 
In 1: 10mg Maltose in 2cem Aqua dest. + 0,5 ccm Leukocytenbrei (4 Stunden vor Versuchs- 
beginn beim Zucker). 
» 2: 10 ,, Maltose in 2eem Aqua dest. + 1,0cem Leukocytenbrei (nicht zweimal  soviel 
Ferment!). 
3: 10 ,, Maltose in 2,5 cem Aqua dest. 
5: 10 2 + 0,5eem Leukocytenbrei (bei der Hefe). 


” ” » ’ ” ” 


Vergoren mit 0,2 ccm Hefeaufschwemmung, 1 g:5 ccm Aqua dest. mit je 15mg KH,PO,. 
Spaltung und Girung von 10 mg umkrist. Maltosehydrat durch Leukocytenbrei aus Pferdeblut 
Kurve 3 zeigt die nur langsam in Gang kommende Maltosespaltung und -giirung durch 40 mg Hef 
ohne Leukocytenfermente. Kurve 1 und 2 zeigen die Wirksamkeit verschiedener Mengen Leuko- 
cytenmaltase, die bereits 4 Stunden vor Versuchsbeginn mit der Maltose in Beriihrung war, so dal 
mit Giarbeginn freie Glucose schnell zur Vergiirung kommen konnte. Bis zur Ablesungszeit IT erfolgt 
die Girung der hauptsichlich vor Girbeginn entstandenen Glucose. Von da ab erfolgt nur langsames 
Ansteigen der Kurven, da die Girung limitiert ist, durch die vor der Girung nétige maltatisch: 
Wirkung. Kurve 1 zeigt die Wirksamkeit der Leukocytenmaltasen, wenn sie erst mit Versuchs- 
beginn mit der Maltose in Beriihrung kommen. Es erfolgt nach anfiinglicher Verzégerung eine 
ziemlich gleichmaBige maltatische Wirkung, die, von der Ablesungszeit II ab, beschleunigt wird 
durch die beginnende Tiitigkeit der Hefemaltase. Der Fortgang der Wirkung der Leukocytenmaltas: 
jst mit der gestrichelten Linie angedeutet und aus Kurve 5 und 3 konstruiert worden. Die End- 
punkte der drei Kurven werden zu gleicher Zeit erreicht und liegen nahe beieinander (Niheres s. Text 


aber gleichmaSige Maltosespaltung und Garung auf, die nur durch die 
Leukocytenmaltase bedingt sein kann (vgl. mit 5). Spater addiert sich 
zu der weitergehenden Spaltung die Spaltung von Maltose durch Hefe- 
maltase. Auf diese Weise kommt der leichte Knick der Kurve nach oben 
zustande. Wenn man den Wert der Kurve 3 zur Ablesungszeit III 
von dem Wert der Kurve 5 zur selben Ablesungszeit in Abzug bringt. 
ihn als die durch die Hefemaltase freigemachte und vergorene Glucose 
abrechnet und daraus den Verlauf der Kurve 5 zwischen Ablesungs- 
zeit II und III konstruiert, so zeigt sich, daf die Wirkung der Leuko- 
cytenmaltase ebenso weiter verlauft wie in dem Abschnitt zwischen 
Ablesungszeit I und II (vgl. gestrichelte Linie in Abb. 11). Der er- 
reichte Endwert ist etwa derselbe wie in Kurve 5. Er ist ein guter 
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Beweis fiir die Richtigkeit der beiden Kurven. Kurve 5 dient nur zum 
Vergleich, um eine Kontrolle tiber die maltatische Wirkung, bedingt 
durch die Hefe, zu haben. Diese Kurve ist eine typisch langgestreckte 
Maltosekurve mit kleinem Endresultat. Noch langsamer verlauft die 
Maltosegérung durch Hefe, wenn kein KH,PO, zugegeben ist. Der 
Phosphatzusatz beschleunigt nimlich nicht allein die Garung (wohl 
dureh Zucker-Phosphorsaureverbindungen) wie schon oben gezeigt 
wurde, sondern beeinfluBt auch ganz besonders fermentative Spaltungen 
von Disacchariden. 

Warum in diesem Versuch aus 10 mg Maltosehydrat, aus der 10 mg 
Glucose entstehen sollten, bei der Gérung nur 5,7 mg Glucose gefunden 
werden, statt etwa 7,2 bis 7,4, wie bei den gewéhnlichen Glucosegérungen, 
soll hier nur andeutungsweise erértert werden. 

Nach experimentellen Ergebnissen besteht Grund anzunehmen, 
daB es sich hierbei um Isomere der Maltose und gleichzeitig um Spezifitat 
der Leukocytenmaltasen handelt. Sorgfaltig gereinigte und umkristalli- 
sierte Kahlbaum sche Maltose und reinste Maltose von Schuchardt ergaben, 
bei gleichen Polarisationswerten der Ausgangslésungen, iiberein- 
stimmend gleich weitgehende Spaltbarkeit mit maltasehaltigen Zu- 
sétzen. Wahrend aber bei Spaltung durch Aspergillusfermente Gar- 
resultate erreicht wurden, wie sie den Glucosegérungen entsprachen 
(Garungsdefizit 22 bis 26°), lagen dieselben bei Spaltung mit Pankreas- 


fermenten, Leukocytenmaltase und Hefenmaltase in absteigender Reihen- 
folge wesentlich niedriger. Jene Fermente vermochten also nur einen 
Teil der ,,Maltose*« zu spalten, die hiermit ihre ,, Cbergangsnatur“ oder 
uneinheitliche Konstitution zu erkennen gab, wobei wohl in erster Linie 
an Gemische von Isomeren zu denken ist. Diese Maltoseisomeren gehen 
moglicherweise Gleichgewichtszustinde ein, wie in der Glucoselésung 


die x- und /-Formen. 

DaB zwei verschiedene Maltosepraparate sich so gleichartig bei der 
Polarisation sowie Spaltung und Garung verhalten haben, ist besonders 
bemerkenswert und laBt eine GesetzmaBigkeit der Zusammensetzung 
der sogenannten «-Maltose erkennen. Gleichzeitig ist damit gezeigt, 
dal} die Maltose auf dem iiblichen Herstellungswege nicht in der Reinheit 
dargestellt werden kann, wie andere Disaccharide. Mit chemischen 
Methoden gepriift, mag sie sich als ,,reinst‘‘ erweisen, die feinere bio- 
logische Analyse aber wird ihre Mischnatur in dem oben angefiihrten 
Sinne erweisen kénnen. 

Ob zur Erklérung der verschieden weitgehenden Spaltbarkeit 
der Maltose von ihrer Mischnatur oder von einer Spezifitét der Maltasen 
gesprochen wird, macht zunachst keinen prinzipiellen Unterschied. 
Auf Grund der Fermentspezifitat wird die Natur der Maltose erkannt 
und je nachdem, ob man an die 'Tatigkeit des Ferments oder an die 
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Spaltungsvorgange im Zuckermolekiil denkt, wird man von der Ferment 
spezifitat oder der Beschaffenheit der Maltose sprechen. Will man aber 
den Fall annehmen, daB die Maltose auf Grund ihres Herstellungsganges 
nicht ohne weiteres faBbare héhere Zucker als Begleiter mitfiihrt, so ist 
es freilich nicht richtig, an eine Spezifitat der Maltase zu denken, sondern 
an einen Dextrinasegehalt des angewandten Fermentgemisches. 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 

1. Es wird ein modifiziertes Krogh sches Mikrospirometer beschrieben 
und sein Gebrauch zur Messung kleiner CO,-Mengen erértert. Durch 
quantitative Entwicklung von CQ, aus Na,CO, durch Schwefelséure 
wird gezeigt, daB die EKinzelgefaBe der Apparatur iibereinstimmend 
mit einem Fehler von maximal -- 2%, arbeiten. 

2. Aus den Garkurven von Versuchen mit jeweils gleichen Mengen 
von Glucose und Hefe geht hervor, daB die Ubereinstimmung der Giar- 
kurven gleichfalls eine befriedigende ist. Gelegentliche Differenzen der 
Resultate von maximal 4°% ergeben sich aus apparativen Griinden 
(A maximal - 2° siehe oben) und aus kleinen Unterschieden des Gar- 
ablaufes, die in den einzelnen GefaBen innerhalb einer Versuchsserie 
gleichfalls —- 2°% betragen kénnen. Bei langsamen Garungen (mit wenig 
Hefe, viel Wasser oder wenig Zucker) werden die durch den biologischen 
Vorgang der Garung bedingten Resultatdifferenzen gelegentlich auch 
gréBer als 4%. 

3. Es wird der EinfluB der Enzymmenge, des Wasservolumens 
und der Zuckermenge auf den zeitlichen Ablauf und auf das Resultat von 
Glucosegérungen untersucht. Enzymmenge und Wasservolumen. beein- 
flussen die Garungsgeschwindigkeit in umgekehrter Richtung. Die 
Hohe der Resultate von Glucosegaérungen, gemessen an der CO,-Span- 
nung, hangt vor allem von dem Wasservolumen und von der an- 
gewandten Zuckermenge ab. Das ,,Gaérungsdefizit‘‘ (in °; 
ausgedriickt) wird also bei groBem Wasservolumen gréBer, desgleichen 
bei Garungen geringer Zuckermengen. 

4. Zusatz von KH,PO,-haltigen Nahrlésungen oder von KH,PO, 
allein beschleunigt die Garung und laBt das Garungsdefizit um einige 
Prozent kleiner werden. Die Gdarungsbeschleunigung ist besonders 
gro} bei Gaérungen mit geringen Hefemengen (unter 40 mg) oder bei 
geschwachter Hefe (vgl. auch 6). 

5. Fir die Entstehung des ,,Garungsdefizits sind Lebensprozesse 
der Hefe verantwortlich zu machen. Als soleche kommen in Betracht: 
1. Zuckerverbrauch zu Aufbaustoffen der Hefezellen und zu Neben- 
produkten der Garung und 2. Gasprozesse, wie die Atmung der Hefe, 
wodureh infolge O,-Verbrauchs in den VersuchsgefaBen ein ‘Teil der 
CO,-Entwicklung tiberdeckt wird. 
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Vergiérung von Kohlenhydraten usw. 


6. An Garversuchen mit zellfreiem HefepreBsaft wird gezeigt, da} 
nach Zerstérung der Hefezellen die Glucosegérung 100° ig, ohne 
(.irungsdefizit verliuft, also keine Nebenreaktionen und keine Atmung 
stattfindet. Eine Beschleunigung der zellfreien Glucosegérung wird 
durch KH,PO,-haltige Nahrlésungen gefunden. Sie ist wesentlich 
gréBer als bei den Garungen mit lebender Hefe. 

7. An dem Beispiel einer Maltoseaufspaltung durch Leukocyten- 
fermente wird gezeigt, da die Vergiérung von Glucose auch zur Beob- 
achtung des Ablaufes von Disaccharidspaltungen benutzt werden kann. 
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Uber das Vorkommen yon Ascorbinsiure in Linse 
und Kammerwasser. 
Von 
V. Demole und H. K. Miiller. 


(Aus dem Pharmakologischen Laboratorium der Firma F. Hoffmam 
La Roche u. Co., Aktiengesellschaft, Basel, und der Universitats-Augenklin 
Basel.) 


(Eimgegangen am 18. Juli 1955.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im trichloressigsauren Filtrat von Linse und Kammerwasser alle: 
bis jetzt untersuchten Tierarten befinden sich Substanzen, die in saurem 
Milieu das 2, 6-Dichlorphenol-indophenol reduzieren, und sich auch in 
anderer Beziehung physikalisch-chemisch ahnlich wie Ascorbinsiéure 
verhalten. Von verschiedenen Seiten wurde versucht, die antiskorbu 
tische Wirksamkeit von Kammerwasser und Linse zu ermitteln, um den 
beobachteten Reduktionswert auf das Vorhandensein von Ascorbinséure 
zuruckfiihren zu kénnen. Die dabei fiir die Linse erhobenen Befunde 
widersprechen sich aber teilweise. 


Birch und Denn tanden bei Anwendung der Heilmethode von Harris 
am Meerschweinchen, daB das Kammerwasser eine antiskorbutische Wirkung 
austibt, die ungefahr einer Ascorbinsiuremenge von zwei Drittel des mit det 
Titrationsmethode festgestellten Vitamin C-Gehalts des Kammerwassers 
entsprach. Kawechi stellte fest, daB durch Verabreichung von 5 ccm 
Rinderkammerwasser das Auftreten von Skorbut verhindert wird, da8 aber 
die Gewichtszunahme geringer ist als bei den mit Gemise gefiitterten Meer 
schweinchen. Nach dem Titrationsergebnis berechnet, enthalten 5 cem 
Kammerwasser etwa | mg Ascorbinséure. ett? und Cartent beobachteten 
bei vier mit taglich 6 cem Kammerwasser gefiitterten Tieren nach 25, 32, 
52 und 53 Tagen eintretenden Tod. Die Tiere, die 52 bzw. 53 Tage lebten, 
hatten leichte Anzeichen von Skorbut. Die Schutzwirkung gegeniiber 
Skorbut war also geringer als die durch 2,5 cem Orangensaft erzie!te. Durch 
Verfiitterung von frischen Rinderlinsen, in einer Dosis, die am Reduktions 
wert gemessen | bis 3mg Ascorbinséure entsprechen sollte, fanden /irc/ 
und Dann, daB skorbutische Meerschweinchen nicht geheilt werden. Die 
Tiere magerten weiter ab und starben sogar vor den Kontrollen. Dagegen 
glaubten die Autoren, bei Anwendung der Zahnmethode von Hdéjer, eink 
schiitzende Wirkung feststellen zu kénnen. Jedoch geben sie zu, da ihre 
Versuchstiere an Gewicht abgenommen haben, trotzdem der ermittelte 
Schutzwert des verabreichten Linsenpulvers demjenigen von 3,5 cen 
Orangensaft entsprechen diirfte, also genitigen sollte, die Bediirfnisse de: 
Meerschweinchen an Ascorbinsaéure vollkommen zu decken. H. v. Eule) 
und Maimberg fanden, daB nicht nur Augenlinsen von Gadus merlangu- 
sondern auch von Rindern eine antiskorbutische Wirkung besitzen. Bei den 
Versuchen mit den Rinderlinsen erhielten die Meerschweinchen zu de! 











fman 
nik linik 


Tr aller 
sAUTeM 
uch in 
nsaure 
korbu- 
im den 
nsaure 
efunde 


Harris 
irkung 
nit der 
vassers 
5 ecem 
3 aber 
| Meer 
5 eem 
hiteten 
BS. 32, 
lebten, 
entiber 
Durch 
<tions 
Birch 
1. Die 
wwegen 
Yr, elne 
2 ihre 
‘ittelte 
een 
se ce! 
Euler 
wLgUS. 
ei den 


u dei 











81 


Vorkommen von Ascorbinséure in Linse und Kammerwasser. 





vitamin-C-freien Grundkost taglich ein bzw. zwei frische Rinderlinsen. Von 
len sechs Versuchstieren starben aber fiinf im Verlauf von 28 Tagen, davon 
vier an Pneumonie. Weder makroskopisch noch mikroskopisch konnten 
Anzeichen von Skorbut festgestellt werden. Wie Birch und Dann, vermuten 
diese Autoren, daB die Linsen einen fiir Meerschweinchen giftigen Stoff 
enthalten, der fiir den Tod der Tiere zum Teil verantwortlich gemacht wird. 
Als tagliche Zulage zu einer vitamin-C-freien Grundkost verabreichten 
Biettti und Cartent an vier Meerschweinchen 6 g frische Rinderlinsen pro 
Tier. Wahrend die Kontrolltiere unter standiger Gewichtsabnahme nach 
17 bis 20 Tagen starben, verendeten die mit Linsen gefiitterten Meerschwein- 
chen erst nach 24, 25, 33 und 56 Tagen an Pneumonie. Allein das Tier, 
das 56 Tage gelebt hatte, wies leichte Erscheinungen von Skorbut auf. 
Ahnlich verhielten sich vier andere Versuchst‘ere, die statt der frischen 
Rinderlinse 5 g getrocknetes Linsenpulver erhalten hatten. Dagegen zeigten 
zwei, mit einer taglichen Dosis von 2,5 cem Orangensaft behandelte Meer- 
schweinchen ein fast konstant bleibendes Gewicht. Eines dieser Tiere 
starb erst am 53. Tage und das andere lebte nach 60 Tagen noch. Beide 
zeigten keinerlei Skorbuterscheinungen. Da der Reduktionswert von 2,5 cem 
Orangensaft etwa dem von 6g Linse entspricht, ziehen Betti und Cartené 
aus dem unterschiedlichen Verhalten der mit Linsen und der mit Orangen- 
saft gefiitterten Tiere den SchluB, daB in der Rinderlinse wohl Ascorbinsaéure 
vorhanden ist, jedoch in einer Menge, die nicht dem gesamten Reduktions- 
vermégen der Rinderlinse gegeniiber Indophenol entspricht. Das Vor- 
handensein eines fiir Meerschweinchen giftig wirkenden Kérpers in den 
Rinderlinsen lehnen die Autoren ab. 


Im volligen Gegensatz zu diesen Befunden steht das Ergebnis von 
E. J. Evans, die weder durch tagliche Verfiitterung von 2,5 g¢ noch von 
3.5 bzw. 5g frischer Linsensubstanz eine antiskorbutische Wirkung fest- 
stellen konnte. Bei dem hohen Reduktionsvermégen der Linsen gegen- 
iiber Indophenol erscheint es eigenartig, da Hvans durch Verfiitterung von 
frischen Rinderlinsen keine vor Skorbut schiitzende Wirkung hat fest- 
stellen kénnen. Wenn man aber sieht, daB dies Birch und Dann auch 
zunachst mi®gliickte und daB diese Autoren auch erst bei Anwendung 
einer feineren Technik die antiskorbutische Wirkung von Linsen zeigen 
konnten, so liegt die Vermutung nahe, daB die widersprechenden Angaben 
ihre Ursache in der Methodik haben miissen. Fehlerméglichkeiten der 
Methodik sind dabei zahlreich gegeben. Vor allem glauben wir, daB es 
kaum moglich ist, einen verfiitterbaren Linsenbrei so schnell herzustellen, 
und in geniigender Menge zu verfiittern, daB dabei nicht gréB8ere Vitamin C- 
Verluste durch Oxydation entstehen. Fiir das Kammerwasser gelten 
aihnliche Bedenken. 

Wir konnten uns itiberzeugen, daB bei Stehenlassen des Kammer- 
wassers in Reagensréhrchen, verschlossen mit Wattebausch, bei diffusem 
Licht (Temperatur etwa 21°), die Abnahme der Reduktionsfahigkeit inner- 
halb einiger Stunden etwa 30 bis 50°, des Originalwertes betragt. Auf- 
bewahren im Eisschrank bei 0° verzégert, verhindert aber nicht diese Ab- 
schwichung. Die Oxydationsgeschwindigkeit ist auBerdem manchmal trotz 
gleicher auBerer physikalischer Bedingungen von Fall zu Fall verschieden. 

Wegen der groBen Bedeutung, die den Indophenol reduzierenden 
Substanzen von Linse und Kammerwasser fiir den Linsenstoffwechsel 
und die Kataraktgenese zukommt, haben wir Linse und Kammerwasser 
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mit neuer Methodik, die die genannten Fehlerméglichkeiten ausschaltet, 
auf das Vorkommen von Ascorbinséure untersucht. Das Neue unsere: 
Methodik besteht darin, daB wir Kammerwasser nicht verfiitterten, 


sondern es in natura subcutan injizierten. Das trichloressigsaure Filtrat 
von der Linse wurde vor der Injektion mit Natriumcarbonat neutralisiert, 


Zur Feststellung der antiskorbutischen Wirkung des Kammer- 
wassers wurden zunaéchst drei Meerschweinchen von 250 bis 323 g 
Gewicht auf die vitamin-C-freie Kost 111 gesetzt. Nach anfanglicher 
Gewichtszunahme begann, wie iiblich, das Gewicht am 14. Tage zu 
sinken und alle 3 Tiere zeigten Skorbutsymptome, wie unregelmaBiger 
Gang und Schwellung der Kniegelenke. Nach 4 weiteren Tagen, also in 
ausgesprochenem Skorbutzustand, setzte bei 2 Tieren die Behandlung 
mit Kammerwasser ein, und zwar erhielt das eine Tier taglich 3 und das 
andere Tier taglich 6cecm Kammerwasser unter die Riickenhaut ge- 
spritzt. Bei dem mit der héheren Dosis behandelten Tiere setzte am 
7. und bei dem anderen Tiere am 11. Behandlungstage eine Gewichts- 
zunahme ein, die wihrend der weiteren Behandlung von insgesamt 
30 Tagen regelmaBig anhielt, aber nicht steil verlief, wie die Wachstums- 
kurve normaler Meerschweinchen oder von auf Skorbutkost gesetzter 
Meerschweinchen mit taglicher Zugabe von 1 mg Ascorbinséure. Nach 
30 Tagen wurde kein Kammerwasser mehr verabreicht. Daraufhin kam 
es bei dem mit nur 3 cem behandelten Tiere nach 1 Woche zu einem 
Gewichtsverlust von 18g, wahrend das mit 6ccm Kammerwasser 
taglich gespritzte, noch nach 10 Tagen weiter an Gewicht zunahm_ Es 
hatte also dieses Tier mehr Vitamin C in seinem K6rper aufgestapelt als 
das mit nur 3 cem behandelte. 

Das Kontrolltier starb 2 Wochen nach Beginn der Gewichtsabnahme 
mit einem Gewichtsverlust von 124 g bei schweren skorbutischen Ver- 
anderungen (Abb. 1). 

‘Vergleichende Untersuchungen iiber die Heilwirkung verschiedener 
Mengen kristallisierter Ascorbinséure, die noch von uns veréffentlicht 
werden, lassen auf folgende Deutung des Versuchs schlieBen: Im 
Kammerwasser ist zweifellos reichlich Ascorbinséure vorhanden. Die 
Tatsache, daB bei der gegebenen Versuchsanordnung nach 1l0tagiger 
Behandlung mit taglich 3cem Kammerwasser eine Gewichtszunahme 
bzw. Heilung des Skorbuts erzielt werden konnte, spricht dafiir, daB in 
den 3ccm Kammerwasser fast 0,5 mg Ascorbinséure enthalten sind. 
Bei taglicher Verabreichung von 0,4 mg Ascorbinsaure tritt oft erst nach 
1'/, Wochen die erste Gewichtzunahme auf. Bei dieser Dosis tritt nur 
eine unbetrachtliche Stapelung von Ascorbinséure im K6rper ein, 
deswegen magerte das mit 3 ccm Kammerwasser eingespritzte Tier bald 
nach Aussetzen der Behandlung ab. Dagegen zeigte das mit 6 ccm 
Kammerwasser gespritzte Tier eine, die Behandlungszeit langer iiber- 
dauernde Gewichtszunahme. 
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Der aus dem Indophenol-Reduktionsvermégen berechnete Ascorbin- 
sauregehalt des verabreichten frischen Kammerwassers schwankte 
ungefahr um 15 mg-°, herum. Die taglich eingespritzten 3 cem Kammer- 
wasser enthielten also durchschnittlich etwa 0,5 mg Ascorbinséure, Man 
sieht also, da} der aus der Heilwirkung und der durch Titration ermittelte 
Wert fiir den Ascorbinséuregehalt des Kammerwassers annahernd 
ibereinstimmt. Wir glauben 
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wurde. Dieses Filtrat wurde 
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(durch Indophenoltitration Abb. 1. Nachweis der heilenden Wirkung von 
bestimmt), wurde durch Angenkammerwasser. 

ho ee wd ‘ ; Skorbutversuch an Meerschweinchen. 
tagliche Einspritzungen eine (Gewicht der Tiere etwa 250 g; Skorbutkost Nr. 111.) 


Wiahrend etwa 2 Wochen nehmen die Tiere an Ge- 
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verabreicht, wobei sich eine but und magern ab. Zugabe von 3 cem (I) und 

. . — a. 7cem (Il) Augenkammerwasser taéglich subcutan 
durchschnittliche Tage si eingespritzt, wirkt heilend (Tiere Nr. 935 und 936). 
menge von etwa 6ccm er- Das Kontrolltier Nr. 896 magert ab und geht nach 
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rechnet. ' 


Zwei Meerschweinchen (207 und 216 g schwer) wurden auf vitamin- 
C-freie Skorbutkost 111 gesetzt. Nach 1'/, Wochen traten die ersten 
Skorbutsymptome mit Gewichtsabnahme auf. Das eine Tier erhielt 
nun taglich das Linsenfiltrat subecutan eingespritzt. Schon nach 1 Woche 
zeigte sich eine Gewichtszunahme, die im Verlaufe von 2!'/, Wochen 
anhielt (siehe Kurve II). Bei dem Kontrolltier tritt 2 Wochen nach 
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Beginn der Skorbuterscheinungen der Tod unter standiger Gewichts- 
abnahme ein. 

Die Linse enthalt also auch reichlich Vitamin C. Die Verabreichung 
einer taiglichen Gabe des Linsenextraktes, die nach dem Reduktions- 
wert 0,9 mg Ascorbinsdure entspricht, vermag eine einwandfreie Heil- 
wirkung zu erzielen. Wegen Mangel an Material konnte die eben wirk- 
same Dosis des Linsenextraktes nicht ermittelt werden. Wie ersichtlich, 
miissen aber wenigstens 50°% der Indophenol-Reduktion der Linse auf 
Ascorbinsaure entfallen, wobei die Méglichkeit eines héheren Prozent- 
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Abb. 2. Skorbutversuch. 
Heilwirkung des Linsenextraktes. 
Einspritzung von Linsenextrakt subeu- 
tan (I) wirkt heilend (Meerschweinchen 
Nr. 306). Das Kontrolltier Nr. 307 geht 
an Skorbut zugrunde. 


Cartenit hingewiesen haben, daB das Indophenol-Reduktionsvermégen 
der Linse beim Skorbut fast véllig erlischt. Bei der Priifung des Indo- 
phenol-Reduktionsvermégens von Linsen skorbutkranker Meerschwein- 
chen fanden wir nun, daB die Linsen junger Meerschweinchen trotz 
Skorbut noch ein relativ hohes Indophenol-Reduktionsvermégen_be- 
sitzen gegentiber den Linsen alterer Tiere. Es handelt sich hierbei um 
relativ geringe Altersunterschiede, die auch am Linsengewicht erkenntlich 
sind. Bezeichnet man namlich jede ; Tier, dessen Linse weniger als 0,06 g 
wiegt, als jung, und jedes Tier, dessen Linse mehr wiegt, als alt, so ergeben 
sich fiir den aus dem Indophenol-Reduktionsvermégen berechneten 
Ascorbinséuregehalt der Linse die in Tabelle ] eingetragenen Unter- 
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satzes nicht ausgeschlossen ist. Fiir 
eine toxische Wirkung des Linsen- 
filtrats konnten wir keinen Anhalts- 
punkt finden. 

Wir glauben somit gezeigt zu 
haben, daB es durch subcutane Ver- 
abreichung von Linsenextrakt bzw. 
Kammerwasser ohne weiteres ge- 
lingt, die Heilwirkung dieser Fliissig- 
keiten gegentiber Skorbut zu_ be- 
weisen. In Linse und Kammerwasser 
ist Ascorbinséure enthalten. Die 
negativen Ergebnisse von Evans 
sind wahrscheinlich auf eine un- 
zureichende Methodik zuriickzu- 
fiihren. Nach unseren Untersuchun- 
gen scheint die Heilwirkung des 
Kammerwassers ungefahr dem mit 
der Titrationsmethode bestimmten 
Ascorbinsaéuregehalt zu entsprechen. 

Auf die Tatsache, daB in der 
Linse Ascorbinséiure wirklich vor- 
handen ist, deutet auch der Um- 
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iiede. Die Linsen alterer, normaler Tiere enthalten durchschnittlich 
2mg-% und die der jiingeren 11,1 mg-°, Vitamin C. Wie man nun 
‘iterhin aus Tabelle II ersieht, sinkt der Vitamin-C-Gehalt der Linsen 
iterer Tiere sowohl bei 
ichtem als auch bei Tabelle L. Ascorbinsauregehalt der Linsen 
. alterer und jiingerer Meerschweinchen 
schwerem Skorbut stets — fa 
4 


in mg-%. 





stirker als in den Lin- 
en junger Tiere. Ks Nr. Altere Tiere Nr Jiingere Tiere 


scheint somit, daB die 


ae lneiiiain: ° Mies | (hy l 9.8 
Linsen junger  Meer- 2 77 9 36 
schweinchen — vielleicht 3 5,1 3 95 
die Fahigkeit besitzen, 4 6,9 4 11,8 

i z =n a) 3,3 5 12.3 
sich langere Zeit vor ; 79 6 125 
schweren = Vitamin - C- i 5,7 7 12,1 

: i 8 99 ; s 
Verlusten zu schiitzen 9 ° ° i 

: JO 
als die Linsen alterer 10 5.9 
Piere. Durchschuittl. 7,2 mg-°/, Durehsehnittl. 11,1 mg-°/, 


Tabelle I. Ascorbinsaiuregehalt von Linsen jiingerer und alterer 
Meerschweinchen beileichtemundschwerem Skorbut. (Mittelwerte 
aus Serien zu je 5 Tieren.) 





Leichter Skorbut Schwerer Skorbut 
Nr. Jiingere Tiere Nr. Altere Tiere Nr. Jiingere Tiere Nr. \ltere Tiere 
1 1,2 4.8 l 6,7 1 1,5 
2 6.1 2 4.6 2 1.4 


Zusammenfassend ergibt die biologische Priifung (subeutane Ein- 
spritzung), daB 3.cem des von uns untersuchten Rinderkammerwassers 
eine antiskorbutische Wirksamkeit ausiiben, die etwa derjenigen von 
0.5 mg Ascorbinséure entspricht. Dieser Wert stimmt mit dem Indo- 
phenol-Reduktionsvermégen des Kammerwassers annahernd tiberein. 
Auch die Linse besitzt eine einwandfreie antiskorbutische Wirkung; 
mindestens 50°, ihrer Indophenol reduzierenden Substanzen kénnen 
auf Ascorbinséure zuruckgefiihrt werden. 

Diesem Befunde entsprechend, nimmt der Ascorbinséuregehalt der 
Linsen beim Skorbut ab, und zwar auffallenderweise bei jungen Tieren 
in geringerem MaBe als bei alteren. 
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Uber eine an Leberaufschwemmungen beobachtete Wirkung 
des Adrenalins. 
Von 
E. Geiger. 








(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Pées.) 
(Eingeqangen am 17. Juli 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Es wurde von einer Rethe von Autoren der Nachweis erbracht, dais die 
glykogenolytische Wirkung von Adrenalin an die intakte Struktur de 
Leber gebunden ist (Bang, Kira, Davenport, Eadie), daB also dieses Hormon 
dem Leberbrei zugesetzt den Clykogenabbau nicht fordert. Dieser Fest 
stellung stehen Versuche anderer Autoren gegeniiber (Langfeldt, Visscher 
Cammidge und Howard), die eine diastasef6rdernde Adrenalinwirkung auch 
in vitro beobachtet haben wollen. In Anbetracht dieser Widerspriiche 
haben wir uns entschlossen, die Wirkung von Adrenalin nach Zerst6érung 
der Leberstruktur neuerlich zu untersuchen. 

Wir verwendeten die frisch entnommene, manchmal mit Ringerlosung 
blutfrei gewaschene Eskulentenleber, die im Latapie-Apparat zerkleinert 
und dann im Porzellanmérser mit 0,6 °>iger NaCl-Lésung (pro g Leber 
7 bis S8cem) gut zerrieben wurde. Die in ein Zentrifugenglas iiberfiihrte 
Suspension wurde 5 Minuten zentrifugiert (pro Minute 2000 Touren). Die 
dekantierte Fliissigkeit ist eine stabile diastatisch recht wirksame 
kolloidale Lésung, die auch bei stundenlangem Autbewahren keinen Boden 
satz bildet. Es werden nun in vier Glasréhren je 5 cem der dekantierten 
Fliissigkeit tiberfiihrt, hierzu 1 e¢em Phosphatlésung' und 1 cem 5 °pige 
Glykogenlésung? zugesetzt. SchlieBlich wird in zwei Réhren (Nr. If und IV) 
je Leem Adrenalinlésung und in zwei Kontrollréhren (Nr. IT und ITI) je 
leem H,O pipettiert. Die gut durchmischten Ansaitze werden bei Zimmer 
temperatur stehengelassen und nach Ablauf der gewiinschten Zeit wird det 
Zuckergehalt (Hagedorn-Jensen) bzw. der Glykogengehalt der Ansiatze be 
stimmt. Letzteren bestimmten wir nach A. Wittgenstein, und zwar tiber 
fiihrten wir in vier peinlichst gesiiuberte Eprouvetten gleichen Durchmessers 
je 2cem aus den Ansatzen I bis IV, zu denen wir je 2 cem Trichloressig 
siure (TES.) zusetzten und nach Durchmischen scharf zentrifugierten. Im 
Zentrifugat wird das Glykogen durch Zusatz von Lugelscher Léosung nach 















gewiesen. 

Da unsere Versuche vollig negativ verlaufen sind, glauben wir auf die 
Wiedergabe der Versuchsprotokolle verzichten zu kénnen. Es sei nur kurz 
festgestellt, daB weder hohe, noch niedrige Adrenalinkonzentraiionen (107° 
bis 107'®) eine Beschleuniqung des Glykogenabbaues oder aber eine Férderung 
der Zuckerbildung bewirkten. Auch eine Variierung des pu der Ansatze 
anderte an diesem negativen Ergebnis nichts. 




















' Die Phosphatpufferlésungen werden aus 1,816°, KH,PO, und 
2,375°, Na,HPO, hergestellt. — * Wir verwendeten aus Hundeleber het 
gestelltes, wiederholt gefalltes und 24 Stunden unter Toluol durch Dialyse 
gereinigtes Glykogen. 
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ie an Leberaufschwemmungen beobachtete Wirkung des Adrenalins. 87 


AnlaBlich dieser Versuche machten wir regelmaBig die Beobachtung, 
do 8 beider Eiweibfallung nach Trichloressigsiure-Zusatz der Niederschlag 
i: den mit Adrenalin versetzten Proben viel schneller sedimentie1t als in 
den Kontrollproben. Ein derartiger Versuch wird in Abb. 1 wiedergegeben, 
aus der wir ersehen, da 5 Minuten nach TES.-Zusatz die Niederschlag- 
saulen in den Adrenalinproben (IJ und IV) nurmehr halb so hoch sind 
als in den Kontrollréhren Nr. | und Ill. Es handelt sich hierbei nur um 
eine Anderung der Sedimentierungsgeschwindigkeit, da nach weiteren 
1) bis 20 Minuten der Niederschlag 

gleichem EiweiBgehalt entspre- 
chend in allen Réhren gleich 
hoch ist. Wird aber zu dieser Zeit 
der Niederschlag durch Schwenken 
der Réhren gut aufgeschiittelt, so 
kann das schnellere Sedimentieren 
in den Adrenalinréhren neuerlich 
beobachtet werden. Diese Erschei- 
nung war derart auffallend und 
regelmaBig zu beobachten, dab wir 
eine Analyse des Phinomens fiir 
notwendig hielten, iiber deren Er- 
gebnis wir folgend berichten: 





1. Wir hatten vor allem die Frage 
zu entscheiden, ob die beschriebene Abb. 1. Sedimente 5 Min. nach Trichlor- 
Wirkung fiir Adrenalin spezifisch ist.  ¢Ssigstiurezusatz. Nr. 1 und IIT Kontroll- 

Die Versuche wurden ebenso eee = aoe 

] sti in ¢m eingeteilt). 

wie in der Einleitung beschrieben, 

ausgefiihrt, nur wurde nach TES.-Zusatz nicht zentrifugiert und auch 
auf Zucker- und Glykogenbestimmungen wurde verzichtet. Wir fanden 
zundchst, da weder Thyroxin, noch Insulin', Histamin, Ergotamin, 
Kphedrin, Morphin, Atropin in einer der verwendeten Adrenalinlésung 
(10>! gm per cem) aquimolaren Konzentration die Sedimentierung 
beschleunigen. Es handelt sich also um eine spezifische Beeinflussung 
der KiweiBfallung durch Adrenalin. 

In weiteren Experimenten haben wir den Versuch sowohl mit 
.,Tonogen-Richter“, wie auch mit frisch hergestellten Lésungen von 
Supraren. synth. basic. eryst. puriss. (IG.) wiederholt. Beide — be- 
schleunigen in Verdiinnungen 10-8 bis 10-1 die Sedimentierung ungefahr 
gleich stark. Da8 Anderungen des pu oder aber dem Tonogen bei- 
gemischte Konservierungsmittel Ursache der Reaktion sein kénnten, war 


' Mol.-Gew. des Insulins nach Freudenberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
213, 226, 1932, etwa 20000. 




















SS E. Geiger: 


ja in Anbetracht der hohen Verdiinnungen und der verwendeten Puff 

l6sungen von vornherein recht unwahrscheinlich. Sicher ausschlie{ 

konnten wir diese Méglichkeit auch in Versuchen, wo wir Suprare: 

baw. Tonogen in sekundarer Phosphatlésung bei 60°C durch 1 Stun 
Luftdurchleiten inaktivierten. Mit der durch Zusatz von primar. Pho- 
phat auf das erwiinschte py (7,0) gebrachten Lésung konnte das Phan 
men dann nicht mehr hervorgerufen werden. 


2. In weiteren Experimenten suchten wir das zeitliche und das 
pu-Optimum der Reaktion festzustellen : 


Hierbei fanden wir, daB die Beschleunigung der Sedimentation nicht 
zustande kommt, falls der Ansatz nach Adrenalinzusatz nur 3_ bis 
5 Minuten gestanden hat, wohl aber dann, wenn die Proben 15. bis 
20 Minuten nach Adrenalinzusatz entnommen wurden. Bei Entnahme 
der Proben nach 50 bis 60 Minuten Inkubation ist das Phainomen wieder 


schwacher oder es fehlt ganz: dies dirfte — wie spater gezeigt werden 
soll — nicht auf die Zerstérung des Adrenalins, sondern auf den bereits 


fortgeschrittenen Glykogenabbau zuriickzufiihren sein. Bei Verwendung 
verschiedener Phosphatmischungen fanden wir die staérkste Reaktion 
bei pu 6,5 bis 7,2, also innerhalb einer Zone, in der auch das Optimum des 
diastatischen Abbaues liegt. Unterhalb py 5,5 und oberhalb 7.5 konnte 
eine Beschleunigung der Sedimentation nicht beobachtet werden 


3. In einer im Jahre 1931 mitgeteilten Arbeit! sind wir auf Grund 
von Durchstré6mungsversuchen zur Annahme gelangt, da} Adrenalin dic 
Leberkolloide entwassert, und so glaubten wir anfanglich, auch die jetzt 
beschriebene Beschleunigung der Sedimentation auf Dehydratation 
zuriickfiihren zu kénnen. Gegen diese Annahme sprach zwar schon das 
oben mitgeteilte zeitliche Optimum der Reaktion: ganz fallenlassen 
mubten wir diese Méglichkeit, als wir feststellten, daB Adrenalin dic 
beschriebene Wirkung nur in Gegenwart von Glykogen entfaltet 
Werden namlich zum Versuch glykogenfreie Lebern (von in Gefangen 
schaft iiberwinterten oder mit Strychnin vorbehandelten Tieren) ver- 
wendet und wird der Ansatz ohne Glykogenzusatz hergestellt, so erfolgt 
die Sedimentierung in allen Réhren gleich rasch. Fiir die Bedeutung des 
Glykogens spricht auch folgender Versuch, in dem wir die Ansatze vor 
Zusatz des Adrenalins 2 Stunden stehengelassen haben. Wird erst nach 
dieser Zeit — wo der Glykogenabbau bereits stark fortgeschritten ist 
Adrenalin zugesetzt, so ist in der Sedimentation gegeniiber den Kontroll 
réhren kein Unterschied zu beobachten. Gegen die Annahme, daf es 
sich bei der untersuchten Adrenalinwirkung um eine Dehydratatio: 
von EiweiBstoffen handelt, spricht auch der Befund, daB in Versuchen 

' Diese Zeitschr, 248, 


160, 1900, 
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Eine an Leberaufschwemmungen beobachtete Wirkung des Adrenalins. SY 


in denen wir an Stelle von Leberemulsionen Serumverdiinnungen ver- 
wendet haben, die TES.-Fallung durch Adrenalin nicht beeinfluBt wurde. 

Sehr auffallend war in den Versuchen mit glykogenfreien Ansatzen, 
daB die TES.-Fallung bzw. Sedimentierung des Niederschlages (auch 
ohne Adrenalin) viel rascher erfolgte, als in den Parallelréhren mit 
Glykogenzusatz, daB also das Glykogen vermutlich als Schutz- 
kolloid die EKiweibfallung verzégerte. So erfolgte die Sedimentierung 
nach TES.-Zusatz ohne Glykogen innerhalb 1 Minute, bei Zusatz von 
leem 2,5%, Glykogen zum Ansatz nach 3 Minuten, von lcem 5°, 
Glykogen nach 8 Minuten und bei Zusatz von | cem 10°, Glykogen 
nach 20 Minuten. 

Die schiitzende Wirkung des Glykogens gegeniiber TES.-Fallung 
zeigen auch folgende mit Kaninchenserum ausgefiihrte Versuche: 


Tabelle I. 





Rohre Ni 


I | HH; IV \ VIE ; VEE | VEE; IX | & 


Kaninchenserum mit 0,9°,,igen NaCl 
10fach verdiinnt in cem. . . . 3 os 13 (3 (8 18 (& 1B. 4193 


HO... eh) Ae 0,9 08 0,7 06 0,5 0.4 03 0,2 0,1 
20°,ige Glykogenlosung . . . ‘ 01 0.2 03 04 05 06 0.7 O08 09 
Hohe des Niederschlages 10 Min. 

nach TES-Fallung in em .. . | 1,5'1,5 1,7/1,9 20 24 :2,7 28.31 33 


Wir sehen also, dali die Sedimentierung des Niederschlags um so lang 
samer erfolgt, Je mehr Glykogen die Ansatze enthalten. 

Folgender Versuch zeigt, da der diastatische Abhau die schiitzende 
Wirkung des zugesetzten Glykogens aufhebt: 


Tabelle Il 





Rohre Nr 


I Il Ill I\ \ VI 
Kaninchenserumverdiinnung in ecm 3 3 | 3 a 3 3 
Phosphatlosung py 6.9... . ; l l l l 1 l 
10°,ige Glykogenlosung. . io 1 l I I 
NSA 2 ae a ere 1 l 
Diastaselisung . . . . . . as 0.1 0.1 
Aufgekochte Diastaselosung . . . . 1 0.1 01 0.1 


Die Ansitze werden fiir 90 Minuten in den Thermostaten (39° ©) 
gebracht. Bei der nachfolgenden Fallung mit TES. erfolgt die Sedimen- 
tierung in den Réhren | bis IV gleich rasch, in den Réhren V und VI aber 
stark verzogert. 

Wir kénnen also feststellen, daB Glykogen die TES.-Féllung ver- 
zogert, und dap Adrenalin die Sedimentierung nur in Gegenwart von 
Glykogen beschleunigt. 











E. Geiger: 


4. Da von verschiedenen Autoren (Willstatter und Rohdewald. 
Przylecki und Bialek) Glykogen-Protein-Symplexe hergestellt und 
denselben auch physiologische Bedeutung zugeschrieben wurde, war mit 
der Méglichkeit zu reehnen, daB Adrenalin im untersuchten komplizierten 
System die Symplexbildung beeinfluBt, was dann zu einer Anderung der 
Sedimentierung fiihren kénnte. Um diese Annahme auf ihre Richtigkeit 
zu priifen, haben wir folgende Versuche ausgefihrt. 


Tabelle ILI. 





Ansatz Nr. 


Leberemulsion in cem 
Phosphatlosung py 6,9 
5%ige Glykogenlosung 
Adrenalin 10~* 

H, O 


Nach 15 Minuten aus jeder Probe leem mit | ecem TES. versetzt: 
Sedimentierung in den adrenalinhaltigen Proben IL und IV. stark he 
schleunigt. 

Es wird nun jeder Ansatzréhre 7 cem 20° ige TES. zugesetzt. um 
gertuhrt, scharf zentrifugiert, dekantiert; der Niederschlag wird mit 5 cem 
10° ige TES. nachgewaschen. zentrifugiert, ebenfalls dekantiert. Der 
gewaschene Niederschlag wird mit 2,2 ,ige HCl 2! Stunden hydrolysiert 
und im Hydrolysat der Zucker nach IJssekutz und Both bestimmt. Die 
dekantierten und vereinigten TES.-Zentrifugate wurden eingedampft, 
mit 2,2°,ige HCl hydrolysiert und ebenfalls auf Zucker quantitativ aut- 


gearbeitet. Das Ergebnis drei solecher Versuche zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Ansatz Nr. 


Versuch : ‘as 
I Il Ill IV 


mg mg mg mg 


Zucker im Niederschlag 3,87 3.96 3,87 3,94 
TES.-Zentrifugat 37,45 37,8 37,4 37,6 
Niederschlag 1,25 1,8 1,27 1,32 
Zentrifugat 34,55 34,7 34,45 34,9 
Niederschlag 24.95 24,8 24,85 24,7 
Zentrifugat 47.9 48.1 48.1 47,85 


In Versuch 1 wurden im Mittel 9,5° der Gesamtreduktion im 
Niederschlag wiedergefunden, in Versuch 2°3,6°, und in Versuch ¢ 
29°,. Unsere Versuche bestatigen den Befund von Wollstdtter und 
Rohdewald sowie Przylecki und Mitarbeiter, da verschiedene Lebern 
sehr verschiedene Mengen der Desmoform des Glykogens enthalten. 





ald. 
and 
mit 
ten 
der 


keit 


1 1m 
ch 3 

und 
‘bern 


ten. 
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Die in Tabelle IV mitgeteilten Versuche zeigen eindeutig, daB die 
Menge des durch EiweiB mitgefallten Glykogens durch Adrenalinzusatz 
nicht geandert wird. Die Ursache des eingangs beschriebenen Phanomens 


ist also nicht auf eine durch Adrenalin bedingte Anderung der Symplex- 


bildung zuriickzufiihren. 

5. In der Einleitung haben wir bereits darauf hingewiesen, dab wir 
durch Adrenalinzusatz weder die Zuckerbildung, noch den Glykogen- 
abbau beschleunigen konnten. Da jedoch die Methode von Wittgenstein 

die wir mit der von Michaelis angegebenen kombiniert haben nur 
relativ grobe Differenzen im Glykogengehalt anzeigt, bestand die Méglich- 
keit, daB durch Adrenalin solche Differenzen im Glykogenabbau bewirkt 
wurden, die unserer Bestimmung zwar entgangen = sind, die Sedi- 
mentierungsgeschwindigkeit aber bereits beeinflussen kénnten. Wir 
haben deshalb die genauere, titrimetrische Bestimmung des hydro- 
lysierten Glykogens durchgefiihrt. Die Versuche wurden wie in ‘Tabelle [1] 
mitgeteilt, angesetzt; nach 15 Minuten iiberzeugten wir uns davon, dab 
die den Adrenalinansatzen entnommenen Proben  schnellere Sedi- 
mentierung geben. Nun wurde jeder Réhre 15 cem absoluter Alkohol 
zugesetzt und 12 Stunden spater der Glykogengehalt nach Pfliger und 
Kahn bestimmt. (Zuckerbestimmung nach J/ssekutz- Both.) 


Tabelle V. 





Versuch mg Glykogen in Réhre Nr. 


Nr. I 1 ih IV 
35,7 36,0 35,8 35,6 
2 26,57 26,37 26,4 26,6 

Wie wir aus obiger Tabelle ersehen, war der Glykogengehalt in den 
Adrenalin- und Kontrollansaétzen gleich, so das als Ursache der be- 
schleunigten Sedimentierung eine Férderung des Glykogenabbaus nicht 
nachgewiesen werden konnte. 

DaB aber das von uns beobachtete Phanomen trotz der eben 
beschriebenen negativen Versuche doch mit dem diastatischen 
ProzeB zusammenhaingen dirfte, zeigen folgende Versuche, in denen 
wir das Verhalten hitzeinaktivierter Leberemulsionen priiften. Wir 
haben zu diesen Versuchen die Leberaufschwemmungen | Stunde hin- 
durch im Wasserbad von 48 bis 50° C inaktiviert und iiberzeugten uns 
davon, daB die so vorbehandelten Emulsionen — nach Wohlgemuth 
untersucht — praktisch keine diastatische Wirkung entfalteten. Stellten 
wir nun unsere Ansitze mit diesem inaktivierten Versuchsmaterial her, 
so verlief die Reaktion véllig negativ, die Sedimentierung der TES.- 
Fallungen erfolgte in den adrenalinhaltigen Proben nicht rascher als 
in den Kontrollen. 








I. Geiger. 


Wir gelangen auf Grund der mitgeteilten Versuche zur Annahme 
da Adrenalin die Sedimentierung des TES.-Niederschlags dure} 
Beeinflussung des diastatischen Prozesses beschleunigt. Und = zwar 
dirfte das Glykogen durch den Adrenalinzusatz so subtile fermentativ: 
Veranderungen erleiden, die die Alkoholfallbarkeit also die Be 
stimmung nach Pfliiger noch nicht beeinflussen, wohl aber dey 
kolloidalen Zustand des Glykogens so abéndern, daB hierdurch di: 
schiitzende Wirkung bei der Eiweibfallung herabgesetzt wird. 


Zusammenfassung. 


Glyvkogenhaltigen Leberaufschwemmungen zugesetztes Adrenalin 
beschleunigt vermutlich durch Beeinflussung des fermentativen 
Glykogenabbaus — die Sedimentierung des durch Trichloressigsdure 
gebildeten EiweiBniederschlags. Die durch Adrenalin bedingte Ver- 
anderung des fermentativen Glykogenabbaus ]aéBt sich mit Hilfe der 
gebrauchlichen chemischen Methoden nicht nachweisen. Dies fiihrt zu 
der Annahme, da der Adrenalinzusatz eine physikalische Zustands- 
anderung des Glykogens herbeifiihrt, die in der Herabsetzung seine1 
Schutzkolloidwirkung zum Ausdruck kommt. 
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Ill. Mitteilung: 
Vollstiindige direkte Spaltung der Pektolsiure zu d-Galakturonsiure durch 
Pektolase. 
Von 
Felix Ehrlich, Renate Guttmann und Ruth Haensel. 
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(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Universitat Breslau.) 


nalin (Eingegangen am 19. Juli 1935.) 
tiven ; on at} & 
sire Das in gewissen Schimmelpilzen und im Schneckensaft reichlich 
Ver. vorkommende Pektinferment Pektolase spaltet, wie friiher! gezeigt ist, 
sen die Hauptkernsubstanz des Pektins, die Pektolsdure C,,Hg,0,;, eine 
on komplexe 'Tetragalakturonsdure, in Pektolaktonsdure Cy,H 4.0, und 
sali: weiter in die monomolekulare d-Galakturonsdure CH, )O, analog einer 
ines Saurehydrolyse. Die folgenden Formelbilder geben einen Uberblick 
iiber den chemischen Verlauf dieser Spaltung: 
0 
COOH | OHH H 
-—0- 
ry COOH | OHHH | —C-H /C—C-C—C—C-COOH 
von d. BS ike a Sr Se ae et 
" “C—C—C-C—C-CO0OH H-C“% H HOH OH 
a eke ‘ 
ps. H OH OH 0 H-C-OH H-c— 


f biol. | 
Shem. H-C- H-C HO-C-H C-—OH CHO 
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saure 


Da die freie Pektolsaure sich in kaltem Wasser nur in sehr geringen 
Mengen lést, wahrend ihre Alkalisalze darin verhaltnismaBig leicht 
léslich sind, so schien es fiir die Durchfiihrung der Fermentversuche 
nétig, die Pektolsaure in vollstandig oder partiell neutralisierter Lésung 
in Anwendung zu bringen. Dabei ergab sich, daB in annahernd neutralen 


! F, Ehrlich, diese Zeitschr. 250, 525, 1932; 251, 204, 1932. 
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Lésungen die Fermentspaltung nur unvollkommen verlauft, indem dai 
die aus 4 Mol. d-Galakturonsaure ringférmig konstituierte Pektolsiur 
im wesentlichen nur in die aus der gleichen Anzahl Bausteinen in Form 
einer offenen Kette aufgebaute Pektolaktonséure iibergeht. Ein 
tiefgehende Spaltung der Pektolséure bis zur d-Galakturonsaure selbst 
war mittels der Pektolase erst in sehwach sauren Lésungen zu beobachten. 
etwa bei einem py von 6 bis 4, wobei in den schwach gepufferten Fliissig 
keiten infolge des Auftretens der starker dissoziierten d-Galakturonsaure 
pu regelmaBig auf etwa 5 bis 3,5 absank. Unter diesen Umstanden war 
mit hochaktiven Praparaten der Pektolase, besonders aus Penicillium 
Ehrlichii und dem Saft der Weinbergschnecke, eine Aufspaltung der 
Pektolsiure zu d-Galakturonsiure bei 30° bereits in 24 Stunden bis zu 
50 bis 60°, und in 3 bis 4 Tagen bis zu 80°, und mehr der Theorie zu 
erzielen. Die hier erreichte weitgehende fermentative Hydrolyse det 
Pektolsaure lie sich dann auch fiir eine einfache praparative Ge- 
winnungsmethode der d-Galakturonséiure verwerten, die aus den 
fermentierten Lésungen nach Absaéttigung der urspriinglich zur Neu- 
tralisation verwendeten Natronlauge mit der berechneten Menge 
Schwefelséure durch Eindampfen, Ausfallung der Salze usw. mit Alkohol 
und Umkristallisieren in sehr reiner Form in Mengen bis zu 55°, der 
theoretisch méglichen Ausbeute erhalten wurde!. Versuche, die Mengen 
an kristallisierter d-Galakturonséure bei diesem Verfahren noch 7u 
steigern, scheiterten aber an der Schwierigkeit der vollstandigen Ab- 
trennung der Salze und gewisser Zwischenprodukte der Ferment- 
hydrolyse. 

Es schien nun von allgemeinem Interesse, besonders auch im Hinblick 
auf die Vereinfachung der fermentativen Galakturonséuredarstellung 
und auf die Verbesserung ihrer Ausbeuten, weiter zu untersuchen, ob 
auch die nur wenig in Wasser lésliche freie Pektolsdéure direkt von der 
Pektolase angegriffen und in stdrker sauren Lésungen zu d-Galakturon 
sdure aufgespalten wird. Dies ist tatsachlich in weitgehendem Mabe der 
Fall, und es lieB sich auf diese Weise praktisch eine quantitative voll- 
stiindige Zerlegung der Pektolsiure in die d-Galakturonsdiure durch di: 
Pektolase erreichen. Hierbei zeigt sich, daB die Geschwindigkeit der 
Fermenteinwirkung je nach der Reinheit der Pektolsiure eine sehr 
verschiedene ist. Durch Umfallen vollkommen gereinigte Pektolsaure. 
von der sich in 100 cem H,O bei 20° nur 0,11 g lésen, wird in wasserige 
Suspension von der Pektolase bei 30 bis 40° nur sehr langsam ange- 
griffen und gespalten. Doch ist schon in 24 Stunden in der Ferment 
lésung deutlich freie d-Galakturonséure nachweisbar. Die Auflésung 
der Pektolsiure infolge ihrer Fermentspaltung schreitet dann, aucli 
auBerlich sichtbar, allmahlich fort, und in 8 bis 10 Tagen ist etwa dic 


' FE. Ehrlich u. R. Guitmann, diese Zeitschr. 259, 100, 1933. 
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Halfte der urspriinglich angewandten Verbindung unter dem EinfluB 
des Ferments in Form der d-Galakturonsaure in die wisserige Lésung 
ibergegangen. Aber erst bei einer Kinwirkungsdauer von etwa 2 Monaten 
ist der Umsatz vollstandig. Man erhalt dann fast klare Lésungen, die, 
berechnet aus den gefundenen Werten der Drehung, Aziditat, der 
Keduktion und der jodometrischen Titration, einen der angesetzten 
Pektolsauremenge theoretisch annahernd genau entsprechenden Gehalt 
an freier d-Galakturonsdure aufweisen. Auffallend war dabei auch die 
verhaltnismaBig hohe Wasserstoffionenkonzentration der fermentierten 
Losungen am Ende des Versuchs, in denen gewéhnlich ein py von 
2.4 bis 2,2 beobachtet wurde. Es scheint, daB man das Ferment durch 
die sehr allmahliche Steigerung de. Aziditat, wie sie in diesen Versuchen 
eintritt, an betrachtlich hohe Sauregrade gewéhnen kann, die, wenn sie 
unmittelbar zur Einwirkung kommen, nach den bisherigen Erfahrungen 
das Ferment in seiner Aktivitét merkbar schadigen. Méglich ist auch, 
daB infolge der starken Anreicherung der d-Galakturonsdure in den 
Lésungen eine lockere Verbindung dieser Substanz mit der Pektolase 
entsteht, und da hierdurch das Ferment in besonderer Weise ge- 
schitzt wird. 


Bemerkenswert ist nun, daB im Gegensatz zur vollkommen reinen 
Pektolsaure, die durch Umfallen aus alkalischer Lésung erhalten ist, 
rohe Pektolsdéure, wie sie sich direkt aus Pektin durch Erhitzen mit Salz- 
séure und Auswaschen mit Wasser und Alkohol ergibt, wesentlich schneller 
von der Pektolase gelost und zu d-Galakturonsdure aufgespalten wird. In 
Versuchen, bei denen 1 Teil Ferment auf 10 Teile rohe Pektolséure und 
1000 Teile Wasser zur Anwendung kam, war bei 30° bereits in 3 bis 
+ Tagen die anfangs ungeléste Verbindung bis auf einen ganz geringen 
Rest vollkommen gelést und die Lésung zeigte dann eine maximale 
techtsdrehung, die auch in der Folgezeit unveraindert blieb. Die Er- 
gebnisse der verschiedenen Analysenmethoden lieBen erkennen, daB 
von der urspriinglich in der Pektolsdéure komplex gebundenen Galakturon- 
sdure unter diesen Bedingungen infolge der Pektolasewirkung 91 bis 93°, 
in freier Form in die wasserige Lésung iibergegangen waren, die im wesent- 
lichen nur dieses Umsatzprodukt enthielt. Aus den klar filtrierten, 
etwa 8 Tage lang fermentierten Lésungen lieB sich durch einfaches 
Einengen im Vakuum, Abscheiden des Ferments durch Fallung mit 
Alkohol und weitere Verdampfung der alkoholischen Filtrate ein spontan 
kristallisierender fast farbloser Sirup gewinnen, der, direkt aufgearbeitet, 
sehr reine d-Galakturonsiure in der 4-Form CH, 0,.H,O in Mengen 
his zu 87% der theoretisch méglichen Ausbeute lieferte. Damit dirfte im 
Zusammenhang mit der friiher! beschriebenen Methodik das einfachste 


' F. Ehrlich u. R. Guttmann, a. a. O. 
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und ergiebigste Verfahren zur Darstellung von reiner kristallisierter 
Galakturonsdure aus Pektin gegeben sein. 

Die Erscheinung, daB die rohe Pektolsiure wesentlich schnelle 
und vollstandiger von dem Ferment gelést und gespalten wird, erklart 
sich vielleicht aus ihrer etwas leichteren Léslichkeit in Wasser gegeniiber 
der vollkommen gereinigten Pektolsiure. Der Gehalt der rohen Pekto|- 
siure an komplexer Galakturonsdéure ist nur wenig geringer als der dey 
reinen Verbindung. Das Rohprodukt aus Citrus-Pektin enthalt aber 
von der Darstellung her gewohnlich noch kleine Mengen Asche, Methoxy|- 
oder Athoxylreste und gewisse gelbbréunliche Verunreinigungen. Es 
erscheint daher auch durchaus méglich, daB sich hierunter bestimmte 
Stoffe katalytischen Charakters befinden, die durch VergréBerung der 
Oberflachenwirkung die Fermentspaltung wesentlich beschleunigen. Da 
diese Beikérper bei der Reinigung des Rohprodukts wegfallen, oder ver- 
mutlich zum Teil durch die zur Umfallung der Pektolséure benutzte 
iiberschiissige Natronlauge zerstért werden, so ware es verstandlich, dab 
die reine Verbindung von dem Ferment schwerer angegriffen und lang- 
samer abgebaut wird. 


Die Ergebnisse dieser Versuche, die eine fast quantitative fer- 
mentative Aufspaltung der Pektolsaure und der stets als Zwischen- 
produkt auftretenden Pektolaktonsaure zu d-Galakturonsaure er- 


kennen lassen, beweisen jedenfalls von neuem, daB diese beiden durch 
Salzsiurespaltung aus Pektin zu gewinnenden komplexen Verbindungen 
nicht als denaturierte Produkte zu betrachten sind, sondern als genuine 
Abbausubstanzen des Pektins, die auch unter natiirlichen Bedingungen 
im pflanzlichen Stoffwechsel entstehen und durch Fermente weiter 
umgewandelt werden kénnen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Gewahrung von 
Mitteln zur Durchfiihrung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


Zu den folgenden Versuchen dienten zwei Fermentpraparate der 
Pektolase (E 98 und 100), die ahnlich wie friither' beschrieben aus Kulturen 
von Penicillium Ehrlichii hergestellt waren. Der Pilz war jedesmal von 
festen Wiirzeagarkulturen iiberimpft in groBen Hrlenmeyer-Kolben aut 
sterilisierten Lésungen herangewachsen, die in 1 Liter 800 cem_ frisches 
Hefewasser (mit 1° Trockensubstanz), 200 cem frischen Malzauszug (mit 
10% Trockensubstanz) und 20g Citruspektin gelést enthielten. Bei 27 bis 
30° bildete sich auf der Oberflache der Fliissigkeit erst ein flaumiges, weifes 
Mycel, das sich spaterhin graugelblich farbte und stark schrumpfte. Auber 
dem machte sich starkes Tiefenwachstum bemerkbar. Nach dreiwéchent 
lichem Wachstum wurde die Lésung abgegossen, das riickstandige Myce! 
im Porzellanmérser mit etwas Toluol gut verrieben, das sich dabei stark 
gelb farbte, und wieder zur Hauptfliissigkeit gegeben, die man nach Zusatz 


' F, Ehrlich, diese Zeitschr. 251, 216, 1932. 
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von 50 cem Toluol bei 30° unter gelegentlichem Schiitteln 24 Stunden aut 
vewahrte. Das ungeléste Mycel filtrierte man dann auf Saftfiltern ab, wusch 
mit wenig Wasser nach und fallte aus dem klaren Filtrat (pu 3.8) das 
Ferment mit dem vierfachen Volumen Alkohol. Naeh gutem Absitzen 
des flockigen Niederschlags wurde der tiberstehende Alkohol abgegussen, 
der Riickstand auf dem Saugfilter gesammelt, mit Alkohol und dann mit 
Ather gut gewaschen, durch einen Luftstrom und schlieBlich iiber CaCl, 
getrocknet. Pektolase E 98 wurde in Form von 5,4 g eines schwach brauntlich- 
gvelblichen Pulvers, Pektolase E 100 von 5.3 ¢ eines leicht graugelblichen 
Pulvers (neben 7,0 bzw. 8.8 g¢ lufttrockenem, ausgewaschenem Mycel) 
gewonnen. 

Aus der groBen Zahl der Spaltungsversuche seien im folgenden drei 
charakteristische Beispiele angefiihrt, bei denen verschiedene Praparate 
der Pektolase und Pektolsiure verwendet wurden. 


Spaltung der reinen Pektolsdure durch Pektolase. 


Angewandt wurde eme durch Umfallen gut gereinigte Pektolsdure in 
lufttrockener Form. Sie war urspriinglich aus Citruspektin durch | !ostiin 


oO 


olger Salzsaure auf 70 bis 75° als Rohprodukt erhalten 


diges Erhitzen mit 5 
worden!. Die rohe Verbindung wurde zur weiteren Reinigung in Wasser 
suspendiert, mit Natronlauge im Uberschu® gelést und die einige Stunden 


aufbewahrte deutlich alkalisch reagierende Lésung mit Salzsdure bis zur 
schwach sauren Reaktion versetzt. In diesem Stadium enthalt die Fliissig- 
keit noch triibende Bestandteile, die sich am besten durch Absaugen tiber 
einer Schicht von Kohle und Kieselgur auf der Nutsche entfernen lassen, 
wobet schlieBlich ein vollkommen klares und blankes Filtrat resultiert. Aus 
dieser Lésung fallt Salzsaure in groBem UberschuB die Pektolsiure voll 
standig in Form farbloser, schleimiger Flocken, die man auf groBen Saft 
filtern abfiltriert, griindlich mit verdiinnter Salzsaure, Wasser und Alkohol 
auswaéscht und mehrmal!ls in frisechem Alkohol suspendiert, bis Cl-Lonen 
nicht mehr nachweisbar sind. Die durch diese Behandlung zu einer kérnigen 
weiBen Masse zusammengeschrumpfte Pektolsaure Jat sich nunmehr 
leicht auf der Nutsche iiber ein Papierfilter absaugen, mit Alkohol und 
Ather vollkommen auswaschen und wird durch Nachsaugen von Luft und 
scharfes Zerreiben im Achatmorser in ein schneeweibes, lockeres, amorphes 
Pulver verwandelt, das an der Luft getrocknet je nach ihrem Feuchtigkeits 
grad bei langerer Aufbewahrung, ohne sich auBerlich zu veriaindern, einen 
bestimmten Wassergehalt aufweist. 

Die hier benutzte Pektolsdure enthielt lufttrocken 9,18 °,, H,O, das im 
Vakuum bei 78° tiber P,O; ohne Verfarbung der Substanz in 12 Stunden 
wegzutrocknen war. Die vollkommen getrocknete Verbindung entsprach 
in ihrer Elementarzusammensetzung genau der Bruttoformel C,,H,,0,, 
bzw. C»)Hs,0,,(COOH),. 

Aziditadt. 1,0 ¢ vollkommen trockene Pektolsiure neutralisierte direkt 
gegen Phenolphthalein 55,5 cem n/10 NaOH (theoretisch 55,4). 

Spezifische Drehung in schwach alkalischer Lésung. 0,2429 ¢ vollkommen 
trockene Pektolsaure in 10 cemn/10 NaOH gelést *. ¢ 2,43, «3 71S’, 


demnach [«]} + 294,59, 


! F. Ehrlich u. R.Guitmann, diese Zeitschr. 259, 103, 1933. 2 Bel 
Gegenwart ihres leicht in Wasser léslichen Natriumsalzes lésen sich be- 
trachtlich gréBere Mengen der freien Pektolsaiure als in reinem Wasser. 
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Uronsduregehalt (berechnet aus der beim Erhitzen mit 12°, H¢ 
abgespaltenen CO,). In der lufttrockenen Pektolsaure 98,2°, Galakturon 
siure als C,H,,O,. In der absolut trockenen Pektolséiure 108,1°%, C,H,,0, 
(theoretisch 107,5%). 

Zur Fermentspaltung wurde 1,0 9 der lefttrockenen reinen Pektolsdui 
entsprechend einem Gehalt an gebundener komplexer Galakturonsaéure vor 
0,982 g CgHO, in einer mit Glasstépsel verschlossenen Flasche in 100 cen 
H,O suspendiert, nach Hinzufiigen von 0,1 g Pektolaseferment E100 un 
2 cem Toluol die Mischung einige Zeit gut durchgeschiittelt und dann bei 30) 
im Brutsechrank angesetzt. 

Die anfangs stark milchig getriibte, von Flocken durchsetzte Mischung 
klarte sich allmaéhlich und bereits nach 24 Stunden hatte sich ein Bodensat 
von ungeléster Pektolsiure abgesetzt, waihrend die Fliissigkeit klar und 
durchsichtig geworden war. Aus der taglich einmal aufgeschiittelten L6sun 
senkte sich in der Folgezeit allmahlich immer weniger Niederschlag 7 
Boden. Aber erst nach etwa 2 Monaten war der Bodensatz vollkommen 
verschwunden, nur an der Oberflache schwimmend zeigten sich noch wenige 
Partikelchen, im iibrigen war die Lésung klar und farblos. Eine paralle! 
ohne Ferment angesetzte wasserige Suspension der Pektolsdéure behiel! 
dagegen in dieser Zeit die anfiangliche starke Triibung unverandert bei 

Um die wahrend des Fermentversuchs in der wiasserigen Lésung vo 
sich gehenden biochemischen Veraénderungen naher zu untersuchen, wurden 
von Zeit zu Zeit klar filtrierte Proben der fermentierten Lésung entnommen 
und nach verschiedenen Methoden untersucht. 


Die Drehung der Lésung zeigte folgende Werte: 





Nach Nach Nach Nach Nach Nach 
20 Min. 24 Std. 2 Tagen 3 Tagen 10 Tagen 2 Monaten 


a (11) +0,389 +0,829 +4 0,329 | +0,82° +0319 + 0,64" 


Die entsprechende Lésung von 0,1 g Ferment in 100 cem H,O dreht: 
fiir sich 29) + 0,108 ( = 1) kurz nach dem Lésen in Wasser und ebenso 
nach zweimonatlicher Aufbewahrung bei 30°. Nach Abzug der Eigen 
drehung des Ferments ergibt sich fiir die schlieBlich in der Lésung vor 
handene d-Galakturonséiure eine Drehung von <3) + 0,54°. Nimmt man 
die spezifische Drehung der Galakturonséure als C,H,)0, zu [«]}) + 55,68 
an', so ware daraus ein Gehalt der fermentierten L6sung von 0,971 ¢ 
d-Galakturonsiure CgH,,O, zu berechnen. Demnach waren von der ge 
samten in der Pektolsiure gebundenen d-Galakturonsiure 98,9°, durch 
das Ferment herausgespalten und in die wasserige Lésung tibergegangen. 

Die fermentierte Losung gab schon nach 24 Stunden und ebenso in de 
Folgezeit auf Zusatz von Salzsiure keine Triibung, enthielt also in diesen 
Stadien die urspriinglich geléste Pektolsiure nicht mehr. Vielmehr scheint 
diese in dem Mae, wie sie in die wasserige Lésung iibergegangen war. 
sofort auch von dem Ferment weiter in Pektolaktonséiure und d-Galakturon 
siure iibergefiihrt zu sein. Bereits nach 24 Stunden war in der Lésung 
deutliche Reduktion von Fehlingscher Lésung und ebenso deutlich die fiu 
freie d-Galakturonsaure typische ziegelrote Bleireaktion® zu beobachten, 


' F. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. 62, 2014, 1929. — °F. Ehrlich, Ber 
65, 352, 1932. 
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e sich dann in den nachsten Tagen immer mehr verstarkten. Analog mit 

liesen Befunden machte sich auch bald eine Zunahme der Aziditat der 
ermentierten Lésung bemerkbar. Elektrometrisch gemessen war am 
\0 Tage pu 2.54 und bei Beendigung des Versuchs nach 2 Monaten 
pH oes. 

Von der fertig termentierten, klar filtrierten sauren Lésung neutrali 
sierten 5,0 cem direkt gegen Phenolphthalein 2,7 cem n 10 NaOH, die 
vesamte Losung (100 cem) also 54.0 cem n 10 NaOH. Ebenso lange auf 
hewahrt neutralisierte eine Loésung von 0,1 ¢ Ferment in 100 cem H,O an 
sich 0,8 cem n/10 NaOH. Nach Abzug dieser Menge verbleibt demnach 
eine Eigenaziditat der entstandenen d-Galakturonsiure von insgesamt 
53,2cem n/l0 NaOH. Da 1,0¢ reine Galakturonséiure CgH,O, genau 
von 51,5 cemn, 10 NaOH neutralisiert wird, so wiirde sich aus der gefundenen 
\ziditat der fermentierten Lésung ein Gehalt von 1,03 g d-Galakturonsaure 
(s,H,O, berechnen, was /05,2°, der theoretisch méglichen Ausbeute 
entsprache. 

Die jodometrische Titration nach Wullstdtter-Schudel 
fermentierte Lésung unter Beriicksichtigung der Eigenreduktion des 


1 ergab fiir die 


Ferments folgende Werte: 

Nach 1/0 Tagen verbrauchten 10,0 cem der Versuchslésung 5.72 cem 
n 10 J, die gesamten 100 ecem der Lésung unter Abzug der fiir 0,1 g Ferment 
notigen Menge (5,6 cem n/10 J) demnach 51,6 cem n/10 J. Es waren also 
im ganzen gelést vorhanden 0,5005g freie Galakturonséiure C,H,)0,, 
d.h. 57,0°, der Theorie. 

Nach 2 Monaten war der Jodverbrauch von 10,0 cem der Versuchs- 
lésung auf 10,60 cem n/10 J angestiegen. Die gesamte Lésung (100 ecm) 
verbrauchte also, wieder nach Abzug fiir das Ferment, 100,4 cem n/10 J. 
Diese Menge entspricht 0,974 g freier d-Galakturonséure oder 99,2° ) der 
theoretisch méglichen Ausbeute. 

Am SchluB des Versuchs reduzierten 5,0 cem der Lésung nach Bertrand 
78,3 mg Cu oder nach Abzug der vom Ferment allein verbrauchten Menge 
(2,3 mg Cu) die darin enthaltene Galakturonsaiure 76,0 mg Cu. Nach den 
von Kertesz* aufgestellten Tabellen entspricht diese Kupferzahl 55,8 mg 
Galakturonsdure C,H,,O0,.H,O. Insgesamt wiren also in der fermentierten 
Léosung entstanden 1,116 g C,;H,,O,.H,O bzw. 1,021 g d-Galakturonsaure 
als CgH,)O, berechnet, d. h. 104,0°, der Theorie. 

Innerhalb der unvermeidbaren Fehlergrenzen zeigen demnach die 
Werte der benutzten sehr verschiedenartigen Analysenmethoden mit recht 
guter Ubereinstimmung, daB8 die Pektolsdure in diesem Versuch praktisch 
eine quantitative Aufspaltung zur freien d-Galakturonsdure durch das Ferment 
Pektolase erfahren hat. 


Spaltung der rohen Pektolsdure durch Pektoiase. 


Verbesserte fermentative Darstellung der kristallisierten 
- d-Galakturonsaure. 


[. Zur Fermentspaltung wurde das Rohprodukt einer Pektolsdure ver 
wendet, das, wie oben erwahnt, durch 1'4stiindiges Erhitzen von Citrus 
pektin mit 5 °iger Salzséure auf 70 bis 75° erhalten und dann nur noch mit 
verdiinnter Salzsiure, Wasser, Alkohol und Ather gewaschen war. Die in 


1 Ber. 51, 780, 1918. — 2 Z. 1. Kertesz, J. of biol. Chem. 108, 127, 1935. 
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Gestalt eines schwach gelbbraiunlichen Pulvers gewonnene Substanz enthielt, 
einige Zeit an der Luft getrocknet, 16.9°,, Wasser und 0,3°, Asche. Der 
Gehalt an Galakturonsiure wurde in der lufttrockenen Substanz zu 89,0‘ 
CyH,,O, gefunden, entsprechend einem Gehalt von 107,0°, in der vol 
kommen getrockneten Substanz. Die wasserfreie Verbindung zeigte 1 
schwach saurer Losung [ «]7) 282,8°. Von der vollig trockenen Substanz 
neutralisierte 1,0 ¢ direkt 50,3 cem n/10 NaOH. Nach Zeisel-Stritar untei 
sucht enthielt die rohe Pektolsaure in getrockneter Form noch 1,15 °,, Met! 
oxy! als CH,O berechnet. 

10,0 q der lufttrockenen rohen Pektolsdure mit einem Cehalt an ge 
hundener Galakturonsiure von 8,90 ¢ CgH,)0, oder 9,73 ¢ CgHO; . H.O 
wurden in einer verschlossenen Flasche in 1 Liter H,O suspendiert, mit 
10q Pektolase EF 100 und 5eem Toluol kraftig durehgeschiittelt und dik 
Mischung dann bei 30° angesetzt. Der sich in der triiben Fliissigkeit bildend: 
Bodensatz verringerte sich bereits im Laufe eimes Tages merkbar. Nach 
2 Tagen war die tiberstehende Fliissigkeit véllig klar und nur noch wenig 
Bodensatz vorhanden. Am 4. Tage hatte sich die Pektols&iure fast voll 
kommen gelést bis auf geringe Reste braunlicher Flocken. Die wiisserige. 
kraftig sauer reagierende und reduzierende L6sung gab sehr stark die rote 
Bleireaktion auf freie Galakturonséure. Die Drehung der Lésung, die am 
2. Tage zu <3) + 0,669 (1 1) gefunden wurde, fiel bis zum 4. Tage aut 

0,56 und blieb dann weiterhin konstant. 

Nach 7 Tagen wurde der Versuch abgebrochen und die Fliissigkeit iiber 
ein quantitatives Filter klar filtriert. Der verbleibende, mit Wasser ge 
waschene und an der Luft getrocknete Riickstand im Gewicht von 0,18 ¢ 
bestand auBer wenigen Kérnchen ungeléster Pektolséiure aus einer harzigen. 
dunkelbriunlichen Masse, die in Sodalésung sich léste und mit Salzsaure 
daraus wieder fallbar war. Die klare, unverdiinnte fermentierte L6ésung 
zeigte ein pH von 2,38. 10cem der Lésung neutralisierten gegen Phenol 
phthalein direkt 4,22 cem n/10 NaOH. Die gesamte Lésung (1000 cem 
enthielt also eine Séuremenge entsprechend 422 cem n/10 NaOH. Zieht 
man hiervon die Titrationszahl fiir 1g Ferment mit 8,0 cem ab, so ver 
bleiben 414 cem n/10 NaOH als Séurediquivalent fiir die insgesamt in 
Lésung gegangene Galakturonsiure. Dem entspricht eine Ausbeute von 
8,04 g C,H,)O,, d.h. 90,3°, der Theorie. 


A . . 95 = 

Aus der Enddrehung der fermentierten Lésung von «7 0.56 
berechnet sich unter Abzug von 0,10° fiir 1g Ferment in 1000 cem H,O 
und unter Annahme von |<], 55,6° fiir C,H ,)O, ein Gesamtgehalt von 


8,27 g d-Galakturonséure C,H,)O,, d. h. 93,0°, der Theorie. Die in diesem 
Falle scheinbar etwas zu hoch gefundene Drehung und Ausbeute erklart 
sich wohl durch die Anwesenheit einer geringen Menge des Zwischen 
produkts Pektolaktonséure, die eine relativ hohe spezifische Drehung von 
4p 250° besitzt. 

Bei der jodometrischen Titration verbrauchten 10,0 cem der fermen 
tierten Lésung 9,0 cem n/10 J, die gesamte in 1000 tem vorhandene Galak 
turonsaure, abziiglich 56,0 cem n/10 J fiir 1,0 g Ferment, 844 cem n/10 J. 
Daraus berechnet sich ein Gesamtgehalt von 8,19 g¢ d-Galakturonséiure 
C,H, O,;, d. h. 92,0°, der theoretisch méglichen Ausbeute. 

In sehr guter Ubereinstimmung mit diesen Zahlen wurden die Werte dei 
Bertrandschen Kupfermethode befunden. 5,0 cem der Versuchsl‘sung 
reduzierten direkt 63,79 mg Cu oder abziiglich 2,31 mg Cu fiir 0,005 ¢ 
Ferment 61,48 mg Cu. Nach Kertesz entspricht diese Menge 44,65 mg 
C,H,,O;.H,O. Demnach waren in der Gesamttfliissigkeit 8,93 g¢ Cy H)O- 
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H,O oder 8,17 ¢ d-Galakturonsiure C,H 


!heorie. 


«0, enthalten, d.h. 97,8°, der 
Die verbleibenden 950 cem der gesamten fermentierten Lésung wurden 
hlieBlich im Vakuum bei 35 bis 40° auf etwa 100 cem eingeengt. Die so 
erhaltene gelblich gefarbte klare Lé6sung gab mit der fiinffachen Menge 
96° oigem Alkohol versetzt einen flockigen, weiben Niederschlag, der ab- 
filtmert, mit 80-, 96° igem Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft 
vetrocknet wurde. Das abgeschiedene amorphe Pulver (1,1 g) bestand zum 
er6Bten Teil aus dem angewandten Ferment neben geringen Mengen Pekto 
aktonsiure. Das alkoholische Filtrat wurde zusammen mit der Wasch- 
alkohol noch einmal im Vakuum bei 32° auf etwa L00 c¢em verdamptt. Die 
ei Zusatz des doppelten Volumens Alkohol getriibte Lésung klarte man 
dureh Filtration tiber etwas Kieselgur und konzentrierte sie schlieBlich im 
Vakuum zu einem dtinnen Sirup, den man tiber CaCl, im Vakuumexsikkato1 
verdunsten heB, wobei er spontan sehr bald kristallisierte. Uber Nacht 
erstarrte das Ganze zu einer dicken, fast farblosen Kritsallmasse, die man 
mit wenig 90° ,igem Alkohol gut verriihrte, absaugte, erst mit 90° igem, 
dann mit 96° igem Alkohol und schlieBlich mit Ather nachwusch. Die 
hierbei erhaltenen farblosen Kristalle von «-d-Galakturonsdure wurden an 
der Luft und weiterhin im Vakuum itiber H,SO, getrocknet. Gewicht der 
ersten Fraktion 6,09 C,;H,O7.H,O in sehr reiner Form. Bei der Aut- 
arbeitung der alkoholischen Mutterlaugen ergab sich durch Verdampfen, 
Kristallisieren, Auswaschen und Trocknen noch eine zweite, nicht minder 
reine Fraktion von 2,03 g Galakturonsaure. 
Im ganzen wurden also aus den verarbeiteten 950 cem der fermentierten 
Losung nach diesem einfachen Verfahren 8.05 9 d-Galakt trronsdure CyHO, 
H,O in reinen Kristallen abgeschieden. Bezieht man diese Menge, die 
845 ¢ CgsH,O,.-H,O in 1000 cem Lésung entsprechen wiirde, auf die 
vesamte urspriinglich angewandte Pektolsiure und ihren Gehalt an 
Calakturonséure, so wiirden daraus kristallisiert 7,74 @ d-Galakturonsaure 
C,H,O,. d.h. 86,9% der theoretisch méglichen Ausbeute gewonnen sein. 


Untersuchung der direkt erhaltenen kristallisierten 
“x-d-Galakturonsaure. 
1. Fraktion (60g). Spezifische Drehung. 0,2415g Substanz in 
l0cem H,O gelést.  ¢ 92.415. 1 =. 


1 Minute nach dem Lésen: x3) 4,639; [x9 95,9° 
24 Stunden ,, Pe Te a5) 2,52°; [a}} §2,2°. 
Aziditat. 1,.0g@ Substanz verbrauchte zur Neutralisation gegen 
Phenolphthalein 45,5 cem n/10 NaOH. 
Eine 1 °,ige wasserige L6ésung der Substanz zeigte pu 2,49. 


2. Fraktion (2,03 g¢). Spezifische Drehung. 0,2824g Substanz in 
10 cem H,O gelést. c = 2,824. 1 = 2. 


1 Minute nach dem Lésen: 23} 5,529; [a]R 97,7° 
24 Stunden —,, " wi anf 2,849; [a] 503°. 


Aziditat. 10g Substanz verbrauchte zur Neutralisation 46,8 cem 
n lO NaOH. 


Eine | °,ige wasserige Lésung der Substanz zeigte pu 2.35. 

Nach fritheren genauen Untersuchungen! besitzt die véllig gereinigte 
x-d-Galakturonsdure C,H 0, . H,O eine Anfangsdrehung von | x}7) 98,0° 
und eine Enddrehung von | ~}}) + 50,99. 


' FF. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. 62. 2014, 1929. 
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1,0 g¢ der reinen Verbindung verbraucht zur Neutralisation, theoretisc! 
berechnet, 47,2 cem n/10 NaOH. 

Il. Als Ausgangsmaterial fiir diesen Spaltversuch diente ein ander 
Praparat einer, wie friiher beschrieben, aus Citruspektin hergestellten rohen 
Pektolséure, die lufttrocken 12,8°, H,O und in der Trockensubstany 
106,8° Galakturonsaéure C,H,)0, enthielt. 

10,09 der lufttrockenen Pektolsdure mit einem Gehalt an gebundene: 
Galakturonsiure von 9,31 g C,H,,O, oder 10,18 g CgH,O,.H,O wurden 
in | Liter H,O mit 1,0 gq Pektolase FE 98 und 5 cem Toluol durchgeschiittelt 
bei 30° angesetzt. Die anfangs ungeléste Substanz verschwand in 2 bis 
3 Tagen zum gréBten Teil und nach 7 Tagen waren in der Lésung nur noch 
wenig triibende Bestandteile vorhanden. Die Drehung und das px de: 
jedesmal klar filtrierten Lésung zeigten im Laufe dieser Zeit folgencd: 
Anderungen: 





Nach Nach x Nach Nach Nach Nach | Nach Nach 
15 Min. 7 Std. 24Std. 2Tagen 3Tagen | 4 Tagen | 5 Tagen | 7 Tage: 


a, (l= 1) + 0,829 + 0,57° + 0,60) + 0,68", + 0,789 + 0,82° + 0,83° + 0,82" 
ee eh A 2,49 249° 2,47 


Der Versuch wurde nach 8 Tagen abgebrochen und die entstandene 
Losung klar filtriert. Ihre Gesamtaziditaét entsprach nach Abzug det 
Eigenaziditat des Ferments (fiir 1,0 g 10,0 ceem n/10 NaOH) 429 cem n/10 
NaOH, was einem Gesamtgehalt an geléster Galakturonsdure von 8,33 ¢ 
C,H) 0, oder 89,5 °, der theoretisch méglichen Ausbeute entsprechen wiirde. 

Die Lésung reduzierte sehr kraftig Fehlingsche Lésung und gab sehr 
stark die ziegelrote Reaktion auf freie Galakturonsiure. Die Jodtitration 
zeigte einen Gesamtverbrauch fiir die fermentierte Lésung unter Beriick- 
sichtigung des Eigenverbrauchs des Ferments (fiir 1,0 g 60,0 cem n/10 J) 
von 800 cem n/10 J, die einer Gesamtmenge an fermentativ abgespaltene: 
freier Galakturonsiure von 7,76 g C,H,,O, entsprechen, d.h. 83,35% det 
Theorie. 

Von der verbleibenden Lésung des Ansatzes wurden 940 cem in de: 
oben angegebenen Weise auf kristallisierte Galakturonséiure verarbeitet. 
Man erhielt in zwei Fraktionen daraus 7,82 g d-Galakturonsdure C.H,0- 
. H,O in fast reiner Form, was auf die gesamte angewandte Menge Pektol 
saure berechnet 8,32 g¢ oder 4/7,7°, der theoretisch méglichen Ausbeut« 
entsprechen wiirde. 

Die noch einmal aus Alkohol umkristallisierte Substanz zeigte voélliy 
getrocknet folgende Konstanten: 


0,2113 ¢ Substanz in 100 cem H,O gelést. ¢ eS eee Z, 
Anfangsdrehung: «3) + 4,129; [a]? = + 97,49; 
Enddrehung: am + 2,20°; [af = + 52,1°. 


10g Substanz neutralisierte gegen Phenolphthalein 47,1 cem = n/ 10 
NaOH. Berechnet fiir 1,0 g C,Hj)O,.H,O 47,2 cem n/10 NaOH. 
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Optische Untersuchungen iiber das Haarpigment. 
Von 


H. Zwicky und F. Almasy. 


(Aus dem Tierzuchtinstitut der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 19, Juli 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Farbe des menschlichen und tierischen Hares wird zur Haupt- 
sache durch den Gehalt des Haarmarkes und der Haarrinde an ge- 
kérntem und nach der Ansicht mancher Autoren auch diffus verteiltem 
melaninartigem Pigment verursacht (1). Erhebliche Bedeutung besitzt 
namentlich in biologischer Hinsicht die seit lingerem erérterte Frage, ob 
verschiedenfarbige Haare ein und dasselbe Pigment enthalten, in welehem 
Falle die Farbunterschiede auf Unterschiede der Pigmentkonzentration 
zurickzufiihren waren, oder ob mehrere Arten von Haarpigment an- 
genommen werden miissen, die sich hinsichtlich ihrer Farbe qualitativ 
unterscheiden. Zur systematischen Behandlung dieser Frage erscheint 
es naheliegend, Pigmentausziige, die durch schonende Extraktion aus 
Haaren verschiedener Herkunft und verschiedener Farbe erhalten 
worden sind, spektrophotometrisch zu untersuchen. Auf Grund des 
Vergleichs der logarithmisch dargestellten Extinktionskurven [log 2 

log (log /,/Z) als Funktion der Wellenlinge 2] sind quantitative An- 
gaben iiber die Extinktionsunterschiede der Ausziige méglich, die unter 
gunstigen Verhiltnissen eine weitgehende Klarung des dargestellten 
Problems erméglichen. 

Hogreve (2) bestimmte mit Hilfe der lichtelektrisechen Anordnung von 
Pohl (3) die Extinktionskurven verschiedener Ausziige von Schweine- 
borsten, doch beschrankte er sich leider auf die Untersuchung des ultra- 
violetten Spektralbereichs von 2500 bis 4100 A, obgleich die Absorption in 
diesem Gebiet keinen nennenswerten Einflu8 auf die sichtbare Farbe der 
Haare ausiiben kann. Die zahlreichen alteren Untersuchungen der Licht- 
absorption des Haarpigments lieferten keine quantitativen Angaben iiber 
den Verlauf der Extinktionskurve [z. B. die spektrophotographischen 
Arbeiten von Kriiger (4) und Hogreve (2)] und kommen daher zur Beant- 
wortung der hier gestellten Frage kaum in Betracht. 


In vorliegender Arbeit berichten wir tuber Bestimmungen det 
Lichtextinktion alkalischer Ausziige aus dem Langhaar verschieden- 
farbiger Pferde. Der Vergleich der im sichtbaren und ultravioletten 
Spektralgebiet erhaltenen log E-Kurven ergab das Vorkommen zweier 
optisch verschiedener Arten von Haarpigment. AnschlieBend stellten 
wir fest, daB die log #-Kurven alkalischer Ausziige aus Pferdemelanomen 
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sowie die log #-Kurve des Dopamelanins in alkalischer Lésung [nac! 
Henri, Bloch und Schaaf (14)| den gleichen Verlauf wie die Kurven de: 


einen Art von Haarpigment aufweisen. 


Methodik. 


Die optische Untersuchung des Haarpigments wird dadurch erschwert 
daB die Haare zur Extraktion des Pigments mit starken Sauren oder Alkalie: 
behandelt werden miissen | vgl. (5), (15)].. Uber die Léslichkeitsverhaltnisse ir 
allgemeinen scheinen noch keine iibereinstimmenden Erfahrungen vorzu 
liegen. Cortner (6) stellte fest, daB bei der Extraktion schwarzer Schafwoll 
(Bastard Downs « Dossets) mit kochender 0,2 °,iger Natronlauge ein Pigment 
herausgelést wird, das in n/10 Salzsaure léslich ist, wihrend es durch kon 
zentrierte Salzsdure ausgefallt wird. Alkalien, deren Konzentration gréBer 
als etwa 0,2, ist, setzen aus diesem Pigment Ammoniak und Alkalisulfic: 
frei, wobei ein in verdiinnten Sauren unlésliches Pigment zuriickbleibt. 
Letzteres besitzt die gleiche chemische Zusammensetzung wie das siure- 
unlésliche Pigment, das Gortner bei direkter Einwirkung konzentrierte: 
Alkalien auf Wolle erhielt und wird von ihm als Abbauprodukt des siiure 
léslichen Pigments angesehen. Derselbe Autor stellte fest, daB das Pigment 
schwarzer Kaninchenhaare sowie schwarzer Federn in 0,2 °,ige Natronlauge 
nur sehr wenig léslich ist, da es erst nach langerem Kochen in Lésung geht 
und daB sehlieBlich in dunkelfarbigem Pferdehaar sowohl dieses schwer 
lé6sliche als auch das leichtlésliche Pigment nebeneinander vorkommen. 
Die allgemeine Giiltigkeit dieser Ergebnisse ist von Ladebeck (7) bestritten 
worden, der aus der Wolle schwarzer Somalischafe mit 0,2 °,iger Kalilauge 
nur wenig Pigment herauslésen konnte, wahrend die Federn schwarzet 
Minorkahiihner bei der gleichen Behandlung erhebliche Pigmentmengen 
abgaben. Die Léslichkeit des Keratins betreffend gelangten Gortner und 
Ladebeck gleichfalls zu abweichenden Ergebnissen. Wahrend ersterer Autor 
fand, daB die Keratinsubstanz in Alkali in L6sung geht, lange bevor irgend- 
eine Lésung des schwarzen Pigments erfolgt, konnte Ladebeck bei der Be- 
handlung dunkler Federn mit verdiinntem Alkali noch ungeléstes Keratin 
feststellen, als schon ein groBer Teil des Pigments in L6sung gegangen war. 
Das Keratin rotbrauner und gelber Federn hingegen wird nach Ladebec/, 
durch 0,2°cige Kalilauge ziemlich leicht angegriffen. Die groBen Léslich 
keitsunterschiede k6nnen wahrscheinlich darauf zuriickgeftihrt werden, dal 
die nach Beobachtungen von Gadow (8), Spoettel (9) und Paul (10) tir 
Alkali leicht durehdringliche Keratinsubstanz eine gewisse Abhangigkeit 
dieser Eigenschaft vom celluliren Charakter der verhornten Ieder aufweist 

3ei unseren Versuchen mit weiBen, roten und schwarzen Pferde- und 
Maultierlanghaaren (braune Langhaare kommen beim Pferd nur vereinzelt 
vor) konnten wir keine ausgeprigte Abhangigkeit der L5slichkeit des 
Pigments sowie der Haarsubstanz von der Pferderasse bzw. von der Haar 
farbe erkennen. Wir behandelten in der Regel 1,00 ¢ feinst geschabter 
Haare mit 250 cem 5 °iger Kalilauge 14 Tage bei Zimmertemperatur. Zur 
Priifung des EKinflusses der Laugenkonzentration auf die Extinktion der 
Ausziige haben wir einige Haarproben mit Laugen von anderer Kon- 
zentration (z. B. 30%) behandelt. Einige Extraktionen wurden auch bei er- 
héhter Temperatur durehgefiihrt. Da die Haare nicht vollstandig in Lésung 
gingen, sind die Ausziige vor der spektrophotometrischen Untersuchung 
filtriert worden, wobei sie klare oder nur schwach opake Filtrate ergaben. 
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Die Aufnahme der Extinktionskurven erfolgte nach der spektrophoto- 
sraphischen Methode von V. Henri (11). Als Vergleichsflissigkeit verwendeten 
ir KOH-Lésungen von der gleichen Alkalikonzentration, wie die Haar- 
iszige. Die Schichtdicke der L6sungen wurde mittels Paly-Réhren aus 
-eschmolzenem Quarz zwischen 0,2 und 30,0 em mit einer Genauigkeit von 
etwa 0,1 mm eingestellt. Als Spektrographen dienten im Sichtbaren ein 
feissscher Gitterspektrograph (unter Verwendung von Liford panchromatic 
plates, soft gradation) und im Ultraviolett der Hi/gersche Apparat Type EK 2 
Platten: Ilford Zenith). im sichtharen Bereich benutzten wir als konstant- 
brennende Lichtquelle eine Niederspannungslampe, die mit Akkumutlatoren- 
strom betrieben wurde, wahrend im Ultraviolett ein kondensierter Eisen 
funken Verwendung fand. Im Sichtbaren ist das Bogenspektrum des Eisens 
als Bezugsspektrum koinzidierend mit) den Absorptionsspektren — auf- 


genommen worden. 


Ergebnisse, 


Die Ausziige aus weiben Langhaaren (Mahne oder Schweif) ergaben 
log #-Kurven von der Art der Kurve 1, Abb. 1. Die Extinktion dieser 
<chwach gelblichen Lésungen ist im sichtbaren Gebiet so gering, dali man 
die Kurven auch bei Erhéhung der Schichtdicke auf 30 em lediglich bis 
etwa 4300 A verfolgen kann. Die Kurven weisen einen steilen Anstieg 
gegen Ultraviolett auf, der bei ungefahr 2800 A durch eine nicht sehr 
ausgeplagte Bande unterbrochen wird. 

Wir untersuchten weiBes Langhaar von insgesamt fiinf verschiedenen 
Pferden. Vier der erhaltenen Kurven deckten sich nahezu vollstandig, 
wahrend die fiinfte Kurve eine unbetiachtliche Parallelverschiebung in 
der Richtung der Ordinatenachse aufwies. Eine solche Verschiebung der 
log H-Kurve nach oben oder unten entspricht bekanntlich einer Kon- 
zentrationsinderung des absorbierenden Stoffes, deren relative Grébe 
durch den Betrag der Verschiebung gegeben ist. Die erhaltenen log F- 
Kurven lassen demnach erkennen, dab weie Pferdehaare verschiedener 
Herkunft bei I4tagiger Behandlung mit kalter 5°,iger Kalilauge in 
nahezu iibereinstimmendem Mabe in Lésung gehen. 

Da sich weibe Haare bei der mikroskopischen Untersuchung als 
annahernd pigmentfrei erweisen, sind in ihren Ausziigen hécastens 
Spuren von geléstem Haarfarbstoff von Pigment zu erwarten, was mit 
der auBerst schwachen Absorption der Ausziige im Sichtbaren auch 
iibereinstimmt. Der durch die Kurve 1 wiedergegebene und oben be- 
sprochene Extinktionsverlauf entspricht zur Hauptsache dem Keratin- 
gehalt der Ausziige. Marchlewski und Nowotnowna (12) haben die 
Extinktionskurve von Keratinlésungen aufgenommen, die sie durch 
Behandlung von Wolle (deren Herkunft nicht naher bezeichnet wird) mit 
Caleciumhydroxyd erhielten. Die Kurve 5 der Abb. 1 gibt den von diesen 
Autoren festgestellten Extinktionsverlauf in logarithmischer Darstellung 
wieder. Die Ahnlichkeit mit der log E-Kurve der Ausziige weiBer Haare 
(Kurve 1) ist sehr weitgehend, doch kénnen die beiden Kurven durch 
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2arallelverschiebung in der Ordinatenrichtung nicht zur Deckung g: 
bracht werden, da einige Unterschiede in der Lage und Intensitat de; 
Bande bei 2800 A bestehen. Diese bei verschiedenen EiweiBstoffen auf- 
tretende Bande wird auf den Gehalt an Tyrosin und Tryptophan zuriick 
gefiihrt (12), (13). Es ist verstandlich, daB die Bande bei Keratinproben 
verschiedener Herkunft Intensitéts- und Lageveranderungen aufweist, da 
die Zusammensetzung des Keratins sowie insbesondere der Tyrosin- und 
Tryptophangehalt bei verschiedenem Ausgangsmaterial Schwankunge) 
aufweisen diirften. 

Die Kurve 2 der Abb. | entspricht einem Auszug aus roten Pferde 
langhaaren. Das rote Langhaar eines weiteren Pferdes ergab nahezu dic 
gleiche Kurve. Die Extinktion dieser Lésungen im sichtbaren Gebict 
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Abb. 1. 1 = Ausziige weifer Haare. 2 = Ausziige roter Haare. 3 = Ausziige schwarze: 
Haare. 4 = Ausziige schwarzer Haare. 5 = Keratinlisung, nach Marchlewski und 
Nowotnowna. (Umgerechnet von 0,5 g auf 0,25 g Keratin pro 1000 ce). 


ist betrachtlich starker als die der Ausziige weiber Haare. Die Bande 
bei 2800 A ist nicht deutlich ausgebildet, sondern lediglich als Inflexion 
wahrzunehmen. Die ,,schwarzen‘ (vollstandig schwarzes Haar kommt 
bekanntlich nicht vor) Langhaare von vier Pferden und einem Maultie1 
ergaben Kurven in der Art der Kurve 3 der Abb. 1, die sich im wesent- 
lichen gleichen. Man bemerkt bei Kurve 3 eine weitere Erhéhung de1 
Extinktion im Sichtbaren. Die Bande 2800 A ist nur als Inflexion zu 
sehen. Von Bedeutung ist die ziemlich vollstandige Ubereinstimmung 
der Kurven 1, 2 und 3 im kurzwelligen Teil des Spektrums zwischen 
2700 und 2300 A. 

Der Gesamtverlauf der Kurven 1, 2 und 3 der Abb. 1 laBt er- 
kennen, daB die Ausziige roter und schwarzer Langhaare einen Farb 
stoff enthalten, der im Sichtbaren im Vergleich zum gelésten Keratin 
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sehr stark absorbiert. Der Anteil dieses Pigments an der totalen Ex- 
tinktion der Ausziige nimmt gegen Ultraviolett stark ab, da die Extink- 
tionskurve des in viel gréBerer Konzentration vorhandenen Keratins 
von etwa 2700 A an steil ansteigt. Im Bereich um 2800 A ist die Ex- 
tinktion des Pigments noch hinreichend, um die Keratinbande teilweise 
zu tiberdecken und gegen Rot zu verschieben, daher die Inflexion an 
Stelle der Bande. Von etwa 2600 A an ist der Anteil des Pigments 
an der Gesamtextinktion bereits zu vernachlassigen, da die Ausziige 
weiBer Haare hier in fast gleicher Weise wie die Ausziige roter und 
schwarzer Haare absorbieren. Offenbar enthalten die Ausziige weiBer, 
roter und schwarzer Haare das Keratin in annahernd gleicher Konzen- 
tration, da die Ubereinstimmung dieser Kurvenabschnitte andernfalls 
sehr unwahrscheinlich ware. 

Das schwarze Langhaar von fiinf weiteren Pferden sowie ein 
schwarzrot gemischtes Langhaar ergaben log #-Kurven, die der Kurve 4 
der Abb. 1 teils gleichen und teils sehr ahnlich sind. Die Kurve zeigt bei 
etwa 5500 A eine flache Bande, bei etwa 4800 A ein Absorptionsminimum 
und bei ungeféhr 4000 und 2800 A Inflexionen, von denen die letztere 


der Keratinbande entspricht. Es besteht eine gewisse Ubereinstimmung 


zwischen dieser log H-Kurve und den von Kriiger (4) qualitativ unter- 
suchten Spektren gepreBter Haare, da dieser Autor eine Bande bei 
ungefahr 6420 A und ein Minimum bei rund 5000 A fand. Die Kurven 3 
und 4 kinnen keinesfalls zur Deckung gebracht werden und es ist anzu- 
nehmen, dap sie zwei verschiedenen Arten von schwarzem Haarpigment 
entsprechen. Bevor wir das spektrophotometrische Ergebnis in dieser 
Weise interpretierten, war zu priifen, ob die Unterschiede der Kurven 3 
und 4 nicht auf gelegentliche chemische Veranderungen des Pigments 
durch das alkalische Extraktionsmittel zuriickzufiihren sind. Wir glauben 
diese Méglichkeit auf Grund unserer bisherigen Kontrollversuche aus- 
schlieBen zu kénnen und sind zur Zeit mit Versuchen beschaftigt, die zur 
vollstandigen Sicherung dieser Ansicht unternommen wurden. 

Die Kurve 2 (rotes Haar) weist keine gréBeren qualitativen Unter- 
schiede gegeniiber der Kurve 3 der Ausziige schwarzer Haare auf. Um die 
spektroskopische Gleichheit des gelésten Pigments beider Arten von Haaren 
feststellen zu kénnen, erscheint es vorteilhaft, die Extinktionskurven des 
Pigmentsgehalts der Ausziige gesondert zu bestimmen. Infolge giinstiger 
Verhaltnisse ist diese Bestimmung mit Hilfe einer einfachen Konstruktion 
moéglich. Falls man die Kurven 1, 2 und 3 der Abb. | in einem E (A)- 
Diagramm darstellt, das aus der Abb. | durch Antilogarithmieren der 
Ordinatenwerte erhalten wird, gelangt man durch Subtraktion der 
E-Kurve fiir weiBes Haar von den entsprechenden Kurven fiir rotes und 
schwarzes Haar zu zwei neuen #-Kurven, die der Extinktion des gelésten 
Pigments in den Ausziigen roter bzw. schwarzer Haare approximativ ent- 
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sprechen. Diese Konstruktion macht von der oben begriindeten Fest 
stellung Gebrauch, daB die Ausziige weiBer Haare verschwindend weniy 
Pigment und annahernd gleich viel geléste Haarsubstanz, wie di 
Ausziige roter und schwarzer Haare enthalten. Die so erhaltene 
/-Kurven wurden wieder auf log E umgerechnet und unter den Be 


zeichnungen 2) i¢m, UNd 3, jem, in die Abb. 2 eingetragen. Ein Vergleic! 
dieser zwei Kurven la8t erkennen, daB sie durch eine Parallelverschiebung 
in der Richtung der log #-Achse in ungefahrer Weise zur Deckung g 

bracht werden kénnen. Kurzwellig von etwa 3400 A wird der Verlauf de: 
Kurven 2 


des Pigmentgehalts der Ausziige gegeniiber derjenigen des geléste: 


pigm. UN 38> \ om, bedeutungslos, da in diesem Gebiet die Extinktio1 
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Abb. 2. 2pigm Pigment der Ausziige roter Haare. 3nigm. = Pigment der Ausziige 


schwarzer Haare. 6 = Melanomauszug. 7 = Dopa Melaninlisung nach Henri, Bloch und 
Schaaf. (Umgerechnet auf 0,1 mg in leem n/10 NaHCQOs.) 


Keratins so weit zuriicktritt, daB die Konstruktion auBerst ungenau 
wird. Diese Fehlerquelle macht sich in geringerem Mae schon bei etwa 
3700 A bemerkbar. Der Verlauf der Kurven 2 vigm, Und Ste. lapt den 
Schlup zu, dap sich das geléste Pigment roter Haare und das geldste Pig- 
ment der einen Art von schwarzen Haaren absorptionsspektrographisch 
nicht unterscheiden lassen. 

Um die behandelte Frage von einem anderen Standpunkt aus zu 
untersuchen, haben wir Lésungen von natiirlichem Melanin aufgenommen. 
die méglichst wenig Fremdsubstanz enthielten. Bei Apfelschimme|n 
(dunkelgeborene Pferde, bei denen sich mit den Harungen das Haar- 
pigment sukzessive verringert und zwar anfangs in besonders geformten 
Zonen, Apfeln) tritt oft mit zunehmendem Alter eine Pigmentanhaufung 
zu organisierten Knollen verschiedener GréBe, sogenannter Melanomen- 
auf. Man findet diese namentlich im Unterhautzellgewebe in der Sattel, 
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we, seitlich des Schweifansatzes, in der Umgebung der Geschlechts- 
eile u.a. a. O. Die Melanome sind nach dem Auswaschen von Blut 
esten ein sehr giinstiges Ausgangsmaterial zur Darstellung relativ reiner 
\Melaninlésungen, da sie zum groben Teil aus Melanin bestehen, das nut 
wenig Stiitzgewebe enthalt. Wir stellten Melanomausziige durch 
l4tigiges Extrahieren von Melanomen mit kalter 5°,iger Kalilauge in 
inaloger Weise, wie die Haarausziige, her. Die Melanome sind vor der 
Extraktion mehrfach mit Wasser ausgewaschen worden. Der Ex- 
tinktionsverlauf der Melanomausziige wird durch die log £-Kurve 6 det 
\bb. 2 wiedergegeben. Diese Kurve laBt im Gegensatz zu den indirekt be- 
stimmten Kurven 2) jon, UNd 3p ig, den Extinktionsverlauf im Ultraviolett 
his 2400 A erkennen. Jm Bereich zwischen etwa 6000 und 3600 A kénnen 
die drei Kurven 6, 3 UNA 2yicm, als annihernd parallel verlaufend an- 


pigm. m 


(ESE hen werden. woraus die S pe ktroskopische Identitat der A uszuge: 1. des 


Melanins der Pferdemelanome, 2. des Pigments der einen Art von schwarzen 


Haaren und 3, des Pigments roter Haare hervorgeht. 
Die Kurve 7 der Abb. 2 gibt die log #-Kurve einer Lésung von 
Dopamelanin wieder, die von V. Henri in Zusammenarbeit mit Bloch und 


Schaaf aufgenommen wurde [vgl. (14)]. Der Vergleich mit der Kurve 6 
liBt erheblichere Abweichungen vom parallelen Verlauf erst kurzwellig 
von 3300 Aerkennen. Diese sind wohl darauf zuriickzufiihren, daB in dem 
auf synthetischem Wege gewonnene Dopamelanin (Tyrosinmelanin 
lieferte die namliche Extinktionskurve) gewisse Beimengungen (z. B. 
Proteine) fehlen, welche den von 3300 A an steileren Extinktionsanstieg 
der Melanomausziige verursachen diirften. Durch Bezug auf die 
Kurve 7 berechneten wir den Melaningehalt der Melanomaus.wiige zu 
3mg Prozent, den der Ausziige secwarzer Haare (der einen Art) zu 
0.8 mg Prozent und den der Ausziige roter Haare zu 0,2 mg Prozent, 
welches Vorgehen gr6BenordnungsmaBig richtige Werte liefern diiifte. 

Zum SchluB teilen wir einige Versuche mit, die wir zur Prifung der 
Giltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetztes [vgl. (13)] sowie zur Fest- 
stellung des Einflusses der Laugenkonzentration und der Aufbewahrungs- 
dauer auf die Extinktion der Haarausziige durchfiihrten. Bei Verdiinnung 
der mit 5°,iger Kalilauge erhaltenen Ausziige mit der gleichen Lauge 
im Verhaltnis 1:20 und 1:30 traten keine bemerkenswerten Ver- 
anderungen der log #-Kurven ein. Diese Ausziige wiesen nach 14 tagiger 
Aufbewahrung im unverdiinnten sowie auch verdiinntem Zustand keine 
merklichen Extinktionsinderungen auf. Ausziige, die wir mit 30 °,iger 
Kalilauge in analoger Weise, wie die Ausziige mit 5° ,iger Lauge her- 
stellten, ergaben keine erheblich abweichenden log £-Kurven. Als wir 
aber diese Lésungen mit 30°,iger Kalilauge im Verhaltnis 1:20 ver- 
dimnten, traten sehr bedeutende Abweichungen auf. Log £ wurde an 
manchen Stellen des Spektrums bis um 0,7 erhéht, was einer Zunahme 
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der Extinktion auf den fiinffachen Wert entspricht. Nach 14 tagig« 
Aufbewahrung lieferten die Ausziige mit 30°%iger Lauge die unver 
anderte log #-Kurve. Bei Verdiinnung (1:20) mit dem gleiche; 
Lésungsmittel wurde nicht dieselbe Kurve, wie bei der Verdiinnung de: 
frisch bereiteten Auszugs erhalten. Wir nehmen an, dab die gro 
Instabilitat dieser Lésungen gegeniiber weiterem Laugezusatz durch da: 


Kintreten bedeutender Anderungen des _ Dispersionsgrades (Beein 


flussung der Extinktion iiber die Lichtstreuung) bedingt wird. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Lichtextinktion alkalischer Ausziige aus weiben 
roten und schwarzen Langhaaren sowie aus Melanomen des Pferde- 
spektrophotometrisch untersucht. 

2. Die Diskussion der erhaltenen Extinktionskurven ergab das 
Vorkommen zweier Arten von Haarpigment in schwarzen Haaren 
verschiedener Herkunft. Das schwarze Pigment der einen Art, das 
Pigment roter Haare, sowie das in den Melanomen vorkommende 
Melanin erwiesen sich im gelésten Zustand als spektroskopisch un. 
unterscheidbar. 

3. Die zur Erlangung dieser Ergebnisse untersuchten Lésungen 
in 5prozentiger Kalilauge erfillen mit hinreichender Genauigkeit das 
Lambert- Beersche Gesetz und weisen bei langerer Aufbewahrung kein 
Extinktionsinderungen auf. 


Wir danken Herrn Prof. H. v. Halban fiir die freundliche Uberlassune 
verschiedener spektrographischer Hilfsmittel des physikalisch-chemischen 
Instituts der Universitat Ziirich. Herrn Prof. 4. Krupski sind wir fiir die 
bereitwillige Uberlassung von Apparaten zu Dank verpflichtet. Herrn Prof. 
G. Mischer danken wir verbindlichst, uns Einsicht gewahrt zu haben in 
das Manuskript einer Untersuchung iiber die Lichtabsorption des Dopame- 
lanins, aus der wir eine notwendige Korrektur der in (14) mitgeteilten 
Extinktionswerte entnehmen konnten. 
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Die Wirkung von das vegetative Nervensystem lihmenden Giften 
auf den Gaswechsel'. 
Von 
F. Péter. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Basel.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1935.) 


Die Beeinflussung des Gaswechsels durch Inkrete und Vitamine ist 
cit langer Zeit Gegenstand der Untersuchungen dieses Instituts ge- 
wesen (l.c.). Vor kurzem haben Luddény und Leng yel? gezeigt, daB durch 
Parathormon der Gaswechsel beeinfluBt wird, und Lengyel? fand weiter- 
hin, daB er auch durch Calciuminjektionen geaéndert wird. Die Er- 
héhung des Blutkalkgehalts gibt eine Senkung des O,-Verbrauchs und 
deshalb wurde auch die Wirkung des Parathormons auf die durch dieses 
bedingte Anderung des Blutkalkspiegels zuriickgefiihrt. Weiterhin 
zeigten die Versuche, daB D-Vitamin- bzw. kalkarm ernahrte Tiere mit 
niedrigem Serumkalkgehalt einen héheren Grundumsatz haben als 
Tiere mit normalem Serumkalkgehalt und daB bei den ersteren der 
Grundumsatz nach Lebertranzufiitterung mit dem Anstieg des Serum- 
kalkes auf normale Werte sinkt. Die Erklarung dieser Resultate kann 
sehr verschieden sein. Die Wirkung des Serumkalkgehalts auf den 
Gaswechsel kénnte durch die Anderung der Erregbarkeit des Zentral- 
nervensystems oder durch Anderungen der Erregbarkeit des vegetativen 
Nervensystems bedingt sein. Man kann auch an Beeinflussung der 
Wirkung des Thyroxins im Kérper oder an Permeabilitétsanderungen 
allgemeiner Natur denken. Es scheint uns deshalb wiinschenswert, 
zuerst Aufklarungen iiber die Wirkung der Erregbarkeit des vegetativen 
Nervensystems auf den Gaswechsel zu bekommen. Gewisse Erfahrungen 
hieriiber sind bereits vorhanden. Insbesondere behandeln wir hier die 
Wirkung von die Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems herab- 
setzenden Giften. Wir wahlen dazu Ergotamin als Sympathicus 
lihmende, Atropin (Bellafolin) als Parasympathicus lihmende 
und phenylathylbarbitursaures Natrium als zentral wirkende Substanz. 
Zur Charakterisierung dieser Gifte kann eine Arbeit von Rothlin dienen 
(s. unten). 


1 Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. #. Verzér, Arbeiten iiber den 
EinfluB von Inkreten auf den Gaswechsel, Arbeit XIII. Friithere Arbeiten 
siehe diese Zeitschr. 205, 433, 441, 1929; 234, 186, 1931; 237, 199, 1931; 
240, 19, 28, 37, 1931; 269, 133, 150, 1934; 272, 387, 1934; Pfliigers Arch. 
292, 690; 225, 620. 2 Diese Zeitschr. 269, 150, 1934. 3 Ebenda S. 133, 
1934. 
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Bouckaert und Noyons' haben die Wirkung von Ergotamintart 





(Gynergen) auf den Grundumsatz von Menschen untersucht. Sie fan 
bei erhShtem Grundumsatz bei Basedow eine senkende Wirkung. JV/ic/ 
Bendescu und Vancea? haben die gleichen Resultate bekommen. Bei M 
schen mit erhéhtem Grundumsatz sinkt derselbe nach Injektionen 
Ergotamin, bei Menschen mit annahernd normalem Grundumsatz war ke 
nennenswerte Wirkung vorhanden. PRigler und Silberstern® haben gez 
daB bei Ravten und Kaninchen die Korpertemperatur nach Injektion 
Ergotamintartrat sinkt. Wenn die Versuche bei héherer Zimmertempera 
(28 bis 30°C) ausgefiihrt wurden, war die Senkung geringer. Sie fiihys 
diese Erscheinung auf die lahmende Wirkung von Ergotamin aut 
sympathischen Anteil des Warmezentrums zuriick. Abderialden und Vi 
Heimer? fanden, da die stoffwechselsteigernde Wirkung des Thyro 
durch Ergotamin aufgehoben wird. Bei normalen Ratten haben sie e 
stoffwechselsenkende Wirkung des Ergotamins festgestellt. Auch « 
senkende Wirkung aut die Kérpertemperatur wurde von ihnen beobachit: 
Rothlin® hat die Beeinflussung der Adrenalin- und Piloecarpinwirkung «lu 
Ergotamin, Atropin und phenylathylbarbitursaures Na untersucht. 1) 
lurch Adrenalin erzeugte Hyperglykaimie wird durch phenylathylbarbit 
saures Na intensiver und anbaltender. Ergotamin allein und in Kombinat 
mit Bellafolin (Atropin) unterdriickt die Wirkung von Adrenalin und auc! 
die Wirkung von phenylithylbarbitursaurem Na. Die Wirkung von Pil 
carpin auf die Sekretion von Schweib-, Speichel- und Tranendriisen wi 
durch phenylaithylbarbitursaures Na nicht beeinfluBt, durch Ergotam 
eher noch geférdert, durch Atropin (Bellafolin), auch in Kombination mit 
Ergotamin, vollkkommen gehemunt. 


Methodik. 


Die Gaswechselversuche wurden mit der in diesem Institut tiblichen 
Methode (geschlossenes System nach Afweter und Benedikt) durchgefiihrt 
Als Versuchstiere dienten ausgewachsene minnliche Ratten. Alle Versuch 
sind bei 28°C der kritischen Temperatur der Ratte ausgefiihrt. Di 
Tiere hungerten vor dem Versuch 20 Stunden. Wahrend der Hungerperiod: 
befanden sie sich bei 28°C. Unruheregistrierung wurde regelmiBig dure! 
gefiihrt. Zuerst wurde der Grundumsatz so lange an verschiedenen Ta zei 
bestimmt, bis die Werte gut iibereinstimmten. Die einzelnen Bestimmuny 
dauerten 4 bis 6 Stunden. Hierauf wurden noch einige Versuche dera 
ausgefiihrt, daB der Grundumsatz in drei bis vier aufeinanderfolgend 
zweistiindigen Perioden bestimmt wurde. Erst, wenn auch diese Wert: 
miteinander und mit dem vorher  festgestel!ten Grundumsatz il 


einstimmten, wurden die Tiere zu den eigentlichen Versuchen — | 

nutzt. In den Versuchen, wo die Tiere Injektionen erhielten, wurd 

auch der respiratorische Quotient bestimmt. Die Injektionen wurd ( 

subeutan gegeben. ) 
( 

| Bouckaert u. Noyons, Ann. de la Soc. secientif. de Bruxelles 45, 320. 

1926. — 2 Michail, Bendescu u. Vancea, C. r. de la Soe. de Biol. 48, 16. | 

1928. — ° Rigler u. Silberstern, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 121, |. } 

1927. — ‘' Abderhalden u. Wertheimer, Pfliigers Arch. 216, 697, 1927. 

5 Pothlin, Schweiz. Med. Wochenschr. 64, IS8, 1934. — ® Siehe Arva 


diese Zeitschr. 237, 199, 1931. 
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Versuche, 

Die einzelnen Versuchsreihen geben wir in zusammenfassenden 
abellen wieder. Aus diesen ist der Mittelwert des Grundumsatzes, 
ferner der Grundumsatzwert direkt vor der Injektion und die Grund- 
umsatzwerte in den naéchsten Perioden, 1 bis 3, 3'/, bis 5'/,, 6 bis8 Stunden 
nach der Injektion angefiihrt; ferner die prozentuelle Anderung in 
jeder Periode gegeniber dem Mittelwert des Grundumsatzes. Die 
RQ.-Werte zeigten nur geringe Schwankungen, die innerhalb der 
normalen Grenzen liegen. Ich begniige mich deshalb mit der Anfiihrung 
des ersten Wertes und fiihre die iibrigen zwecks Raumersparnis nicht an. 


I. Versuchsreithe. Die Wirkung von Ergotamin. 

In je vier Versuchen wurde die Wirkung des Ergotamins auf den Gas- 
wechsel in Dosen von 0,2, 0,3 und 0,5 mg pro 1 kg Tiergewicht und in drei 
Versuchen von 2,0 mg untersucht. Nach den kleineren Mengen von 
Ergotamin trat im Verhalten der Tiere keine nennenswerte Anderung ein. Nach 


einigen Tagen zeigte sich am distalen Ende des Schwanzes — in bekannter 
Weise eine Nekrose, der nach 0,5 mg Ergotamin etwa ?/,, nach kleineren 
Mengen '/, bis '/, des Schwanzes zum Opfer fiel. Nach 2,0 mg Ergotamin 


ging ein Tier nach 7 Stunden ein. Ein zweites bekam schwere Darmstérungen 
mit blutigem Durechfall und ist innerhalb 24 Stunden eingegangen. Das 
dritte Tier dagegen hat diese groBe Menge ohne besonderen Schaden ver- 
tragen. 

Der Grundumsatz zeigte in der ersten Periode nach der Injektion 
in 14 Versuchen eine Steigerung; nur in einem Versuch (Nr. 5) blieb er 
unverandert. Vielleicht war hier die Injektion miBlungen. Der Anstieg 
betrug 4,7 bis 42,9°, er lag nur in einem Falle unter 9%. Im Durch- 
schnitt aus den 15 Versuchen gerechnet war die Steigerung 13,9%. 

In der zweiten Periode (3'/, bis 5'/, Stunden nach der Injektion) 
zeigten die meisten Tiere noch eine Steigerung oder annihernd normale 
Werte. In zwei Fallen (Nr. 6 und 8) trat jedoch eine Senkung des Grund- 
umsatzes von 8 bzw. 14,9°% ein. Im Mittel betrug die Anderung des 
Grundumsatzes + 4,9°%. 

In der dritten Periode (6 bis 8 Stunden nach der Injektion) waren 
die Werte in der Halfte der Falle auf die normalen zuriickgekehrt, in den 
anderen Fallen kamen Werte zwischen + 14,1 und — 13,4°% vor, so daB 
das Mittel — 0,6°% ergibt. In den Versuchen 9 bis 12 wurde der Grund- 
umsatz noch weiter bestimmt, die erhaltenen Werte entsprachen denen 
der dritten Periode. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Injektion von Ergotamin 
in den angewendeten Mengen eine Ste gerung des Grundumsatzes 
bewirkt. Die bei jedem Versuch durchgefiihrte Unruheregistrierung 
zeigte nur sehr selten eine Unruhe der Tiere. In diesen Fallen war 
jedoch auch die Steigerung entsprechend gréBer. 


Biochemische Zeitschrift Band 281. 
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II]. Versuchsrethe. Die Wirkung von Atropin. 


Die Wirkung von Atropin in Form von Bellafolin wurde in je vier 
Versuchen in Dosen von 0,2 und 0,3mg pro lkg Tiergewicht untersucht. 


Nach der Injektion von 0,2 mg Atropin zeigten die Tiere in der 


rsten Periode eine Senkung des Grundumsatzes und zwar von 6.9 
bis 15.5°,. Nach der Injektion von 0.3 mg war dagegen eher eine 
Steigertung von + 2,5 bis + 144°, zu beobachten. Der Mittelwert 
zeigt immerhin noch eine Senkung von 34°. 


In der zweiten Periode zeigte nur ein Tier eine Steigerung, und zwar 
von 5,.6°%,. Die anderen dagegen Werte zwischen — 0,8 und 17,6 %. 
Das Mittel betragt 45%. 

In der dritten Periode waren die Werte annahernd normal. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da Atropin (Bellafolin) eher eine 
senkende Tendenz auf den Grundumsatz hat, besonders in kleineren 
Dosen, was sowohl in der ersten wie auch in der zweiten Periode zum 


Vorschein kommt. 


Il. Versuchsreihe. Die Wirkung von phenylath ylbarbitursaurem Na 
(Luminalnatrium ) 

Die Wirkung von phenylathylbarbitursaurem Na wurde in sieben Ver 
suchen in den Dosen von 2,0 mg pro kg Tiergewicht untersucht (s. Ta- 
belle ILI). 

Diese Versuche zeigten, da in allen drei Perioden nur sehr geringe 
Schwankungen des Grundumsatzes vorkamen, wie sie auch ohne In- 
jektion vorkommen kénnen. Die Mittelwerte in den drei Perioden zeigen 


Abweichungen vom normalen Grundumsatz nur von —- 0,5, 1.6 und 
-2,5%. Phenylathylbarbitursaures Na beeinfluBt also den Grund- 


umsatz in der angewandten Menge nicht. 


IV. Versuchsrethe. Die Wirkung der Kombination von Erqotamin wnd 
Atropin (Bellafolin). 

In vier Versuchen wurde die Wirkung von gleichzeitig injiziertem 
0,2mg Ergotamin und 0,2 mg Bellafolin pro kg Tiergewicht untersucht 
(s. Tabelle IV). 

Der Grundumsatz zeigte in der ersten Periode in z vei Versuchen eine 
geringe Steigerung von 8,9 und 11,8°,, in zwei Versuchen blieb er un- 
verandert (+1,4 und Orb). 

In der zweiten und dritten Periode blieb bei einem Tier der Grund- 
umsatz noch etwas erhéht, in den anderen Versuchen war die Ab- 
weichung vom Ausgangswert sehr gering. Scheinbar wird in der Kombi- 
nation von Ergotamin und Atropin die steigernde Wirkung des ersteren 
und die senkende des zweiten gegenseitig kompensiert. 
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|. Versuchsreihe. Die Wirkung der Kombination von Ergotamin und phen yl- 
dthylbarbitursaurem Na. 

In vier Versuchen wurde die Wirkung von gleichzeitig injiziertem 
0.2mg Ergotamin und 2,0 mg phenylathylbarbitursaurem Na pro kg Tier- 
sewicht untersucht (s. Tabelle V). 

In dieser Versuchsreihe zeigte ein Tier keine Anderung des Grund- 
umsatzes, dagegen reagierten die drei anderen mit starkerer Steigerung 
als diejenigen Tiere, welche nur Ergotamin bekommen hatten. Die 
Steigerung betrug 30,2, 32,9 und 35,5%. 

In der zweiten Periode waren die Werte bei diesen Tieren noch um 
18,0, 10,7 und 3,0°%, erhoht. 

In der dritten Periode waren die Abweichungen vom Grundumsatz- 
wert noch geringer. 

Phenylathylbarbitursaures Na verstarkt also die Wirkung des 
Sympathicus lihmenden Ergotamins, und es ist von Interesse, dab 
Rothlin gezeigt hat, daB auch das Sympathicus erregende Adrenalin 
hierdurch verstarkt wird. 


Vl. Versuchsreithe. Die Wirkung der Kombination von Atropin ( Bellafolin ) 
und phenylathylbarbitursaurem Na. 
Vier Tiere erhielten gleichzeitig je 0,2 mg Bellafolin und 2,0 mg pheny!- 
ithylbarbitursaures Na pro kg Tiergewicht (s. Tabelle VI). 
Die Tiere zeigten nach der Injektion eine geringe Steigerung des 
Grundumsatzes, im Gegensatz zu Atropin allein, bei welchem 
der Grundumsatz etwas abnahm. In der ersten Periode war die 


Steigerung noch gering, + 2,0 bis + 6,0%, in der zweiten Periode 
betrug sie + 7,7 bis + 15,1°% und in der dritten + 5,7 bis + 18,1%. 


Es ist demnach bei dieser Kombination keine Verstarkung der 
Wirkung der einzelnen Bestandteile, sondern eine Umkehr der Wirkung 
des Atropins (Bellafolins) zu sehen. 


VII. Versuchsrethe. Die Wirkung der Kombination von Ergotamin, Atropin 
(Bellafolin) und phenylathylbarbitursaurem Na. 

In vier Versuchen erhielten die Tiere gleichzeitig je 0,2 mg Ergotamin, 
0.2 mg Bellafolin und 0,2 mg phenylithylbarbitursaures Na pro kg Tier 
gewicht (s. Tabelle VII). 

Die Wirkung dieser Kombination auf den Grundumsatz war noch 
geringer als die der vorigen Kombinationen. Der Grundumsatz zeigte in 
allen drei Perioden nur geringe Schwankungen. In der vierten Ver- 
suchsreihe haben wir schon gesehen, daB die Kombination von Ergotamin 
und Atropin keine nennenswerte Anderung des Grundumsatzes_ ver- 
ursacht. Das wird auch durch Zugabe von phenylathylbarbitursaurem 
Na nicht geandert. 
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Diskussion. 
=~ ~ 
peo Die vorliegenden Resultate zeigen, dai Ergotamin in den ange- 
SOS wandten Mengen eine Steigerung des Grundumsatzes bei Raitten 
verursacht. Dieses Resultat steht scheinbar im Widerspruch mit alteren 
rearherter Untersuchungen. Nach Rigler und Silberstern, die nach Injektion von 
L | pe: Ergotamin eine Senkung der Kérpertemperatur fanden, ware eher zu 
erwarten, daB der Grundumsatz sinke. Sie haben aber auch gezeigt, dah 
die Abnahme der Kérpertemperatur bei héherer Umgebungstemperatur 
: geringer ist. Nachdem meine Versuche bei der kritischen Temperatur det 





Ratten (28°C) ausgefiihrt sind, diirfte auch hier die Kérpertemperatur 
senkende Wirkung gefehlt haben. Abderhalden und Wertheimer haben in 
rote ihren Gaswechselversuchen an Ratten Senkung des Q,-Verbrauchs 
gefunden, also das Gegenteil wie ich. Lhre Tiere waren aber sehr klein, 

nur 77, 116, 122 g schwer. In meinen Versuchen benutzte ich Ratten, die 

alle iiber 200 g schwer, die meisten zwischen 250 bis 300 g waren. Ob 

oye die von Abderhalden und Wertheimer benutzten Ratten ausgewachsen 
= i waren, ist unwahrscheinlich. Auch die Grundumsatzwerte, in ihren 





Versuchen auf gleiches Gewicht berechnet, sind viel héher als in meinen. 

Die héchsten Werte, die ich fiir CO,-Ausscheidung gefunden habe, 

dm betragen 1,70 g pro kg und Stunde, die meisten Werte liegen um 1,50 g. 
In ihren Versuchen liegen die normalen Werte viel héher und es gibt nur 

zwei Werte unter 2,0 g; dagegen sind auch Werte von 3,4 und 3,8 g 
vorhanden, Werte, die 100°, héher als meine héchsten Werte sind. Die 

. Autoren geben die Temperatur, bei der die Respirationsversuche ge- 





A teins macht wurden, nicht an. Wenn sie bei 20°C gearbeitet haben, so kann 
nach dem Vorigen eine Wirkung vorhanden gewesen sein, die bei 28° C 
“2 gefehlt hat. Es ist noch zu bemerken, das die von ihnen benutzten 





Tiere die Injektionen von Ergotamin viel besser vertrugen als meine. 
2,0 mg Ergotamin pro kg war in meinen Versuchen schon tédlich. Sie 
haben in fast allen Versuchen eine Dosis iiber 2,0 mg pro kg angewendet, 
z. B. bei einem 160 g schweren Tier wiederholt 0,5 mg, was ciner Dosis 


) 
BOS86 


Se eeu ft 
) 


von etwa 3,0 mg pro kg entspricht. Das von ihnen angewandte Praparat 
mute also vie] weniger toxisch sein als meines. Ihre Versuche sind also 
St nicht unter den gleichen Bedingungen ausgefiihrt wie meine und so 
+ PP: kénnen sie auch kaum verglichen werden. Wesentlich ist, daB meine 
Versuche bei der kritischen Temperatur der Tiere gemacht sind. 
Die klinischen Erfahrungen iiber die Wirkung von Ergotamin 
beziehen sich auf Hyperthyreoidismus bzw. Basedowkranke, bei denen 
der erhéhte Grundumsatz durch diese Substanz herabgesetzt wird. 
Es scheint also, daB die Hyperfunktion der Schilddriise mit Er- 


4 
rs 
I4AQ4 


ry ¥ 


298 
) 


gotamin giinstig beeinfluBt werden kann, wahrend an normalen eine 


4 
46 


solehe Wirkung nicht méglich ist, insbesondere nicht an ausgewachsenen 
Tieren bei der kritischen Temperatur. Mit Atropin (Bellafolin) war eine 

















120 F. Péter. 


unbedeutende Senkung und mit phenylathylbarbitursaurem Na gar kein: 
Wirkung zu beobachten. 

Die Kombination von 2 bzw. 3 dieser Substanzen ergab im 
Falle Ergotamin und phenylaithylbarbitursaures Na Verstarkung de: 
steigernden Ergotaminwirkung. Auch Atropin mit phenylathylbarbitw 
saurem Na gab eine geringe Steigerung. Ergotamin mit Atropin allein 
oder auch noch mit phenylithylbarbitursaurem Na zusammen hatten 
keine Wirkung auf den Stoffwechsel, die steigernde Wirkung des 
Ergotamins wurde ganz unterdriickt. 


Zusammenfassung. 


1. An ausgewachsenen Ratten hat Ergotamin bei kritischer Tempe- 
ratur (28°C) eine steigernde Wirkung auf den Stoffwechsel, welche bis 
2%, gehen kann und bis 5 bis 6 Stunden dauert. 


2. Atropin gab geringe Senkung. 
3. Phenylathylbarbitursaures Na gab keine Anderung. 


4. In Kombination dieser gab 1 + 3 Steigerung, 2 + 3 geringe 
Steigerung: 1 + 2, oder 1 + 2 + 3 keine Wirkung auf den Grundumsatz. 





ein 


in) Uber die Beeinflussung der Hefegirung durch Cholesterin 
der und Insulin. 


tw , 

Vor 
lein ms 
tten 


des 


Siegwart Hermann. 


(Gemeinsame Untersuchungen mit Richard Neiger.) 


(Aus dem bakteriologischen Forschungsinstitut Dr. Siegwart) Hermann, 
Dozent an der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1935.) 


Eine Beobachtung iiber die Wirkung des Cholesterins bei Per- 
meabilitétspriifungen an der tierischen Haut fiihrte uns zu Unter- 
suchungen tiber den EinfluB des Cholesterins auf die Permeation ge- 
wisser Stoffe in die Hefe, die leicht an der quantitativen Vergarung des 
Zuckers gemessen werden kénnen. Obwohl in der Literaturiibersicht 
durch Grevenstuk und Laqueur! und auch in spaéteren Arbeiten der Ein- 
fluB des Insulins auf die Hefegarung verneint wird, oder héchstens auf 
eine Verunreinigung des betreffenden Insulins mit Co-Zymase zuriick- 
gefiihrt wird?, haben wir trotzdem Insulinpraparate verschiedener 
Herkunft auf ihre Garungsférderung untersucht, um auf diese Weise 
auch den EinfluB des Cholesterins nach dieser Richtung studieren zu 
konnen. 

I. Cholesterin hemmt die Girfihigkeit der Hefe. 

Je |g Hefe (PreBhefe Schénpriesen, untergarige Brauereihefe Aktien- 
brauerel Smichov) wird mit 10 cem dest. Wasser bzw. Cholesterinsol* gut 
verrihrt und in Kolben 18 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, 
wobei von Zeit zu Zeit der Kolbeninhalt ordentlich durchgemischt wird. 
Dann wird von dem iiberstehenden Wasser bzw. Cholesterinsol abzentrifugiert 
und zu der Hefe 5 cem dest. Wasser bzw. Cholesterinsol und je 5 cem einer 
2° igen Dextroselésung (ch. r.) zugegeben und in Einhorngarréhrchen im 
Thermostaten bei 29°C eingestellt. Die Ablesung des gebildeten Kohlen- 
dioxyds erfolgte nach 1, 2, 3 und 5 Stunden. Dabei zeigten die mit Chole- 
sterinsol behandelten Hefen nach | Stunde eine Kohlendioxydmenge von 
durchschnittlich 0.7 cem, nach der 2. Stunde 2,2 cem, nach der 3. Stunde 
3,1 cem und nach der 5. Stunde 3,2 cem, gegeniiber den nach gleichen Zeiten 
abgelesenen Durchschnittswerten von lediglich mit dest. Wasser behandelten 
Hefen 2,0, 3,4, 3,6, 4,0 cem (je zehn Versuche). 


' Grevenstuk u. Laqueur, Insulin, 8. 66. Bergmann, 1925. —-? K. Freu- 
denberg u. W. Dirscher!, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 157, 64, 
1927. ® Cholesterinsol: 100 mg Cholesterin in 20 cem warmem Aceton 
gelést und unter kraftigem Schiitteln in 300 cem warmes Wasser eingegossen. 
Das Aceton wird am Wasserbad abgedampft, die gréberen Teilchen werden 
durch Filtration entfernt (Ludwig Nékam u. Berta Ottenstein, Klin. Wochen- 
schrift Nr. 18, 642, 1935). 











S. Hermann: 


Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, daB der Cholesterinsolzusa tz 
das auf die gleiche Zeit bezogene Garungsvermégen der Hefe ganz 
wesentlich herabsetzt. Spatere Versuche sollen zeigen, welcher Ayt 


diese Schadigung ist. 


Il. Manehe Insulinpriparate beschleunigen die Zucker-Hefegirung. 


Um eine gegebenenfalls eintretende Beschleunigung der Ver- 
gaérung des Zuckers durch Insulinzusatz beobachten zu kénnen, mubte 
die Hefen geschadigt werden, damit die Gérung nicht zu rasch verlaufi 
Zu diesem Zweck wurde die Hefe 18 Stunden in destilliertem Wasse1 
stehengelassen. Auf diese Weise konnte die Beobachtung:zeit bis zu 
2 Stunden ausgedehnt werden, wahrend ohne Vorbehandlung mit 
destilliertem Wasser die Gaérung meist schon nach 45 Minuten beendet 
war. Die ,,witksame** Insulinmenge wurde mit Insulin Norgine aus 
getastet. 5 Einheiten blieben ohne Wirkung, 10 Einheiten zeigten cine 
kleine Beschleun‘gung der Garung, 15 Einheiten bereits deutlich 
Wirkungen, so daB bei allen diesbeziiglichen Versuchen 15 Einheiten ver- 
wendet wurden. Zu je 1 g Hefe mit 9 cem destilliertem Wasser wurden 
nach 18 Stunden | cem einer 10° igen Dextroselésung und 15 Einheiten 
Insulin verschiedener Herkunft zugesetzt. Aus der tolgenden Tabelle 
welche die Durchschnittswerte von vier miteinander gut itiberein 
stimmenden Versuchsreihen enthalt, ist zu ersehen, daB eine gréber 


Beschleunigung nur durch Insulin Norgine, Leo und Organon erzieclt 
wird, wahrend die anderen entweder keinen EinfluB, oder sogar den 
entgegengesetzten austiben. Unter Kontrolle ist die gleiche Versuchs 
anordnung, jedoch ohne Insulin zu verstehen. 


DaB das verschiedene Vethalten der Insulinpraparate nicht auf eine 
Verschiedenheit der Wasserstoffionenkonzentration zuriickzufiihren ist. 
geht schon daraus hervor, daB die pxy-We1te untereinander entweder 
keine, oder nur geringe Verschiedenheiten aufweisen. So fanden wit 
daB die py-Werte fiir das staatliche Insulin CSR. 3,85, Norgine 3,85 
Leo 3,65, Wellcome 3,25, Lilly 3,05 und Organon 2,85 betragen. Um den 


Tabelle I. 





Anzahl cem CO, nach Anzahl cem COg nach 

45 Min. 60 Min. 90 Min. 45 Min. 60 Min, 90 Min 
Staatl CSR... | 0,6 : EOE Meee Z 1, 0,0 
Kontrolle . . . 0,6 : ‘ Kontrolle . . . 2,0 


Norgine. ... 3,4 d Se ee . 4,0 
Kontrolle . .. 0,6 ; Kontrolle .. . 2 


Wellcome . . . 0,8 y j Organon. thee é 3,8 
Kontrolle . . . 1,8 ; 5, Kontrolle . . . 2,4 
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Beeinflussung der Hefegairung durch Cholesterin und Insulin. 12% 


WinfluB der Wasserstoffionenkonzentration zu tberprifen, wurden 
Versuche in der Weise angestellt, daB 15 Einheiten (0,75 cem) Insulin 
Norgine und 0,75 cem Salzsiure von py 1,2 bzw. 3 zugesetzt wurden. Die 
gebildete Kohlenséiure ergab nach 60 Minuten fiir drei Versuche wieder 
gut iibereinstimmende Durchschnittsweite und zwar: bei py | 2.3 ecm, 
pu2 2,4 ccm, pu 3 2.4cem. Daraus ist zu ersehen, dab der KinfluB der 
Wasserstoffionenkonzentration fiir die in Betracht kommenden Schwan. 
kungen der Handelspraparate auf die Garung ohne Bedeutung ist, 


Il. Die giirungsférdernde Wirkung der Insulinpriparate wird durch 
Cholesterin bei Hefen gehemmt. 


In der gleichen Versuchsanordnung wie friiher wurde Hefe mit 
Cholesterinsol, baw. destilliertem Wasser vorbehandelt und mit 15 Ein- 
heiten jener Insulin-Handelspraparate versetzt, deren gérungsférdernde 
Wirkung bereits nachgewiesen worden war und sich in den Kontroll- 
versuchen auch jetzt als sichergestellt erwiesen hat. Dabei ergab sich, 
daB mit Cholesterinsol behandelte Hefen auch bei Zusatz von Insulin 
bedeutend geringere Garung zeigten, als die mit Wasser vorbehandelten. 
Aus sieben angestellten und gut tibcreinstimmenden Versuchsreihen 
seien folgende Durchschnittswerte hervorgehoben, die sich auf Trocken- 
insulin Norgine beziehen, welches in n/200 Salzséure gelést worden ist. 
Die Beschleunigung der Garung laBt sich besonders gut im Verlauf der 
ersten 90 Minuten nachweisen. Bei fortschreitender Versuchsdauer 
kommt es zu einem Ausgleich der gebildeten CO,-Menge. 


Tabelle Il. 





ecm CO» nach 


Hefe 
45 Min. 2 Std. 


Mit Cholesterinsol + 15 Kinh. Insulin. . . . . . 0,97 3.03 


. onue Tpealin .....:-s 0,51 1,54 
mit 15 Kinh. Insulin. . .. . 2.5 43 
Gre IWAGRe =. 6 kk se we 1,07 2,3 


Ohne 


IV. Mit Petrolither gewaschene Hefen werden giftempfindlicher. 

Da die im vorstehenden beschriebenen Cholesterinwirkungen auf 
eine Abdichtung der lebenden Hefe zuriickgefiihit werden kénnten, die 
schon durch die natiirlich vorkommenden Lipoide bzw. Phytosterine 
bewerkstelligt werden kann, wurde der Versuch unternommen, diese 
Substanzen durch Petrolather zu entfernen und zu untersuchen, ob 
Gittstoffe nach der Petrolatherextraktion in anderer Weise einwirken. 

Zu diesem Zwecke wurde je | g Hefe 5 Minuten in einer Reibschale 
vorsichtig mit Petrolither behandelt, sodann wurde vom Petrolather 
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dekantiert und die Hefe auf Filtrierpapier ausgestrichen. Nach dem Ve: 
dunsten des Petrolathers wurde die Hefe sofort in Versuch genomme: 
d.h. 30 Minuten lang mit einer Salicylsiure- bzw. Schwefelsaurelésun 
zusammengebracht. Nach dieser Zeit wurde die Hefe abzentrifugiert un: 
mit Leitungswasser bis zur Lackmusneutralitaét gewaschen. Die so gebeizt: 
Hefe wurde in 10 ccm einer 1° igen Dextroselésung im Garréhrehen |x 
29°C im Thermostaten stehengelassen und die Kohlendioxvdentwicklun 
vertfolgt. 

Die Beize mit Salicylsiure bzw. Schwefelsdiure ergab in drei tiber 
einstimmenden Versuchsreihen Werte, aus denen zu ersehen ist, daB dic 
mit Petrolather vorbehandelte Hefe gegen Salicylsiure und Schwete! 
siure bedeutend gittempfindlicher wird (Tabelle III und IV). 


Tabelle III. 


Vorbehandlung mit, Vorbehandlung ohne Petrolather. 





Hefe gebeizt mit °/9 


eem CO. nach 
Salicylsiiure . 


6 Std. 18 Std. 


fa 
0,04 Blase 


0,08 Kleine Blase 
6 

Grobe Blase 2.6 

Kleine Blase 1.0 4.4 
3,4 5,0 5,0 


, 0, 5, 5,0 
Ohne Salicylsaure ~ ny 0 


0,025 


0,02 


Febelle IV. V. Hefeautolysat wird durch 


Hefe 6 Min. gebeizt —" es Cholesterinsol aktiviert, durch 
mit °/9 Schwefelsiure 18 Std. Insulinpriiparate nicht aktiviert. 





Um festzustellen, ob dic 
girungshemmende Wirkung 
des Cholesterinsols daraut be 

ruht, daB Zymase inaktiviert 
“3 wird, wurde sowohl PreBhefe. 
10 als auch Brauereihefe unter 
ul 4.4 Zusatz von Toluo]l der Autolyse 
| 5,0 nach Willstdtter und Racke 
7 5,0 unterworfen. 


| i 2.0 


Ohne Schwefelsaure 


5eem des Autolysats wurden teils mit 5 cem Cholesterinsol, teils ohne 
dasselbe auf 1% ige Dextroselésungen aufgefiillt und im Thermostaten be 


1 Oppenheimer, Methodik der Fermente 8, 796, 1929. 
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20°C vergoren und das gebildete Kohlendioxyd nach 18 Stunden ab 
celesen. Wie aus der Tabelle V zu ersehen ist, wird das Autolysat durch 
Cholesterin nicht nur nicht geschadigt, sondern sogar in semer Garkraft 
ceférdert. 

Aus diesen Befunden laBt sich der Schlu8B ziehen, daB es sich bei der 
garungshemmenden Wirkung des Cholesterinsols bei lebender Hefe 
entweder um eine Abdichtung der Zellmembran, oder um Beeinflussung 
anderer Zellbestandteile mit AusschluB der Zymase handeln diirfte 
(Tabelle V). 


Tabelle V. Heteautolysat + 1°, Dextrose. 





Mit Cholesterinsol Ohne Cholesterinsol 


Mit Cholesterinsol 


Ohne Cholesterinsol 


ecm CQ, nach 18 Std. ecm CQO» nach 18 Std. 


2.0 0.8 3.4 0.8 
1,6 08 2,9 1.3 

Wie aus der Tabelle VI hervorgeht, bleibt auch die aktivierende 
Wirkung des Cholesterins bei Gegenwart von Insulin erhalten. .Kine 
garungsférdernde Wirkung des Insulins Norgine, das die lebende Hefe- 
zelle hinsichtlich ihrer Garkraft stark aktiviert, kann in bezug auf das 
Autolysat nicht festgestellt werden. Das gleiche Ergebnis wie mit 
Insulin Norgine konnten wir auch mit dem sonst aktivierenden Insulin 
Leo feststellen. Auch Insulin Well- 
come und Lilly bleiben, wie anzu- 
nehmen war, ohne Wirkung (Ta- 
belle VI). 

Wir miissen nach den vor- Mit Cholesterinsol Ohne Cholesterinsol 
stehenden Untersuchungen zwischen : 
Wirkungen auf die lebende Zelle und 
auf Hefeautolysat unterscheiden, ’ 0, 
die grundsatzlich voneinander ver- : 
schieden sind. Um die Natur des im 
Insulin befindlichen Aktivators und den Mechanismus der Cholesterin- 
wirkung besser kennenzulernen, wurden noch einige Untersuchungen 
vorgenommen. 


Tabelle VI. Hefeautolysat 
1°, Dextrose + 15 Einh. 
Insulin Norgine. 





cem CQ, nach 18 Std. 


VI. Der girungsférdernde Faktor in Insulinpriparaten ist thermostabil. 

Je 1g Hefe wurden mit dest. Wasser 18 Stunden vorbehandelt und mit 
je 15 Einh. Insulin Norgine bzw. Organon, die einmal 30 Minuten auf 100° © 
erhitzt worden waren, das andere Mal ohne Erhitzung verwendet wurden, 
versetzt, mit Dextrose auf 1°, gebracht und im Einhornrohr bei 29° C 
vergoren. 

Aus der Tabelle VII ist zu ersehen, daB der garungsférdernde 
Faktor durch Erhitzen auf 100° nicht geschidigt worden ist (5 Versuche) 
(Tabelle VII). 








Tabelle VII. 


Hefe 
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1°, Dextrose 15 Kinh. Insulin. 





Insulin auf 1009 erhitzt 


30 Min. 
1.5 
1.0 
1.0 


Ohne Erhitzen 


eem COs nach 


60 Min 30 Min Min. 
4.0 
3.6 


34 





VIL. Cholesterinsol verhindert die girungsbeschleunigende Wirkung der 
Co-Zymase auf lebende Hefe. 

Co-Zymase wurde durch kurzes Kochen von PreBhefe mit der 
yleichen Gewicht:menge Wasser und Filtration durch eine Berkefeld 
In fest 
gestellt, daB der Zusatz von 2cem der so gewonnenen Co-Zymas 
lésung auf die Hefegérung ohne EinfluB blieb, daB aber 5 cem bereit- 
Aus der Tabelle VIII ist 
sichtlich, daB die durch Co-Zymase erzielte Garbeschleunigung durch 
Cholesterinsol gehemmt wird (4 Versuche) (‘Tabelle VIII). 


Filterkerze erhalten. mehreren Versuchen wurde zunachst 


eine deutliche Beschleunigung zeigten. 


Tabelle VIII. 





Hefe 18 Std. mit Wasser vorbehandelt Hefe 18 Std. mit Cholesterinsol vorbehande! 


Mit 5cem Co-Zymase Ohne Co-Zymase Mit 5 ccm Co-Zymase Ohne Co-Zymase 


eem CO, nach cem CO, nach 


30 Min. 60 Min. 30 Min. 60 Min. 30 Min. 60 Min. 30 Min. 60 Mir 


2.8 3.6 0.4 1.0 0.4 1.0 0.4 0.8 


VIII. Cholesterin bewirkt anscheinend eine spezifische Garungsverhinderung, 
da andere Sole nicht in der gleichen Richtung wirken. 


Paratfinél bzw. Mastixharz wurden in Alkohol gelést und in Wasse1 
entsprechend verdiinnt, so daB filtrierbare Sole entstanden. Mit diesen 
Solen wurde Hefe in gleicher Weise wie friiher vorbehandelt und dann 
auf ihre Vergéiiungsfahigkeit 1° iger Dextroselésungen mit und ohne 
Wie Tabelle IX ist, 


Insulin § geprift. aus der zu ersehen wird 


Tabelle 


£.s 





Mastixsol Paraffinsol 


Kontrolle (dest. H» 0) 
15 Einh. ee 15 Einh. 
Insulin Ohne Insulin Insulin 


15 Einh. 


Ohne Insulin : Ohne Insulin 
Insulin 


cem COs 


cem CO, cem COs 


45’ 60' 90’ || 45’ | 60’ | 90’ 45’ | 60’ 90’ || 45’ | 60’ | 90’ | 45’ | 60’ | 90’ || 45’ | GO’ 


0,53 0,76 0,93 1,2 1,8 2,5 1,0 1,4 1,9 1,8 2,2 3,0 0,7 (1,0 1,2 1,2 
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Beeinflussung der Hefegaérung dureh Cholesterin und Insulin. 


eder die Garfahigkeit an sich, noch die durch gewisse Insulinpraparate 
hervorgerufene Aktivierung gehemmt. Es geht daraus hervor, dab es 
‘ich nicht um eine unspezifische Kolloidwirkung handeln kann 
labelle LX). 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen zusammen, so 
kann als wichtigste Feststellung die Beobachtung angefiihrt werden, 
daB Cholesterinsol die lebende Hefezelle in ihrem Garungsvermégen 
hemmt. Da Hefeautolysat im Gegensatz zur lebenden Hefe in seiner 
Garkraft durch Cholesterinsol nicht nur nicht gehemmt, sondern sogar 
geforde1t wird, ist anzunehmen, dab es sich nicht um eine direkte 
Wechselwirkung zwischen Zymase und Cholesterin handelt, sondern dab 
andere, bisher nicht aufgeklaite Faktoren dabei eine Rolle spielen. Im 
Gange befindliche Untersuchungen sollen zeigen, ob es sich um mecha- 
nische, oder intracellulare Prozesse handelt. Kine einfache Kolloid- 
witkung ist wohl auszuschlieBen, da weder Paratfin- noch Mastixsol die 
gleichen Wirkungen hervorbringen wie Cholesterin. 

Die bei lebender Hefe durch einige Insulinpréparate bewirkte 
Carungsbeschleunigung kann dureh Cholesterinsol weitgehend  ge- 
hemmt werden. Hingegen wird Hefeautolysat durch die betreffenden 
Insulinpraparate nicht aktiviert und von Cholesterin sogar in der Gar- 
kraft geférdert. Schon allein dieser Umstand muB Bedenken hervor- 
rufen, ob dieses aktivierende ,,Etwas‘* der Insulinpraparate tatsachlich 


Co-Zymase ist, wie im Schrifttum behauptet wird. Auch in dieser 
Hinsicht sind unsere Bemiihungen darauf gerichtet, dieses ,,Etwas‘‘ aus 


den Insulinpraparaten zu isolieren und zu analysieren. 











Untersuchungen iiber den Kohlenhydratstoffwechsel 
des Meerschweinchens. 
Von 
Friedrich Gottdenker. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Unive: 
sitét und den Laboratorien des 8. Canning Childs-Spitals und Forschung 
instituts in Wien.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1935.) 


Im Rahmen der Untersuchungen, die in unserem Institut iiber dic 
Wirkung des thyreotropen Hormons des Hypophysenvorderlappens auf 
den Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel der Katze durchgefiihrt 
wurden (1), wollten wir diese auch auf das Meerschweinchen ausdehnen 
MaBgebend dafiir war, daB die Schilddriisenveranderungen durch thyreo 
tropes Hormon bei diesen Tieren am besten studiert sind. 

Der Blutzuckerspiegel — nach 16stiindiger Nahrungskarenz 
zeigte ahnliche Werte und Schwankungen, wie wir sie beim Kaninchen 
kennen. Bei der Bestimmung eines Nichternprofils — durch 8 bis 
10 Stunden nach vorheriger l6stiindiger Nahrungskarenz — erhoben 
wir jedoch Befunde, die es angezeigt erscheinen lieBen, den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel dieser Tiere eingehender zu studieren. Erleichtert wurden 
diese Untersuchungen, iiber die wir nachfolgend berichten wollen, durch 
die Anwendung der von Rappaport und Pistiner (2) in unserem Institut 
ausgearbeiteten Methode, die es gestattet, den Zucker in 20 emm Blut 
mit gréBter Genauigkeit zu bestimmen. Dadurch erst sind Serien- 
untersuchungen bei Kleintieren méglich geworden. 

Soweit wir aus der Literatur ersehen konnten, wurden systematische 
Blutzuckeruntersuchungen beim Meerschweinchen bisher nicht durch 
gefiihrt. Im Gegensatz dazu wurde in den letzten Jahren der Leberglykogen 
gehalt und dessen quantitative Veranderungen nach Zufuhr von thyre: 
tropem Hormon vielfach untersucht [Hitel und Loeser (3)]. Diese Versuche 
haben bei normalen Tieren einen gleichmaBigen Glykogengehalt der Lebe: 
bei gleicher Ernahrung ergeben. 

Die von uns an einer groBen Anzahl von Tieren durchgefiihrten 
Untersuchungen bezogen sich auf: 

1. Bestimmung des Niichternprofils. 

2. Untersuchung der Blutzuckerreaktion nach Belastung mit: 

a) Traubenzucker, b) Insulin, c) Adrenalin. 

Alle Versuche wurden in geniigend groBen Zeitintervallen (10 bis 
14 Tage) an denselben Tieren durchgefiihrt, um einwandfreie Vergleichs 
werte zu erhalten. Die Versuche wurden teilweise im Spatherbst 1934 
teilweise im Winter 1935 durchgefihrt. 
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Methodik. 


Als Versuchstiere wurden 400 bis 500g sehwere mannliche Meer- 
s-hweinchen verwendet, die entweder mit Griinfutter (Kohlblatter) oder 
mit Hafer und Riiben gefiittert wurden. Alle Tiere wurden in einem Raum 
vehalten, um einseitige Beeinflussungen durch ungleichartige Schwankungen 
von Temperatur und Belichtung auszuschlieBen. Ehe die Tiere in Versuch 
venommen wurden, erhielten sie durch 10 Tage ihre jeweilige Standardkost. 
Als Niichternwerte gelten die Blutzuckerwerte nach 16stiindiger Nahrungs- 
karenz. 

Der Blutzucker wurde nach Rappaport und Pistiner (1. ¢.) bestimmt. 
Im Prinzip handelt es sich um die von Fujita Akiji und Danzo Iwatake (4) 
angegebene Modifikation der Methode nach Hagedorn und Jensen, die von 
Rappaport und Pistiner zur Bestimmung in 20 cemm Blutmengen, die man 
auch von diesen Kleintieren leicht erhalten kann, umgearbeitet worden ist. 
Ks werden mit einer genau geeichten Kapillarpipette 20 cmm Blut aus der 
Ohrvene entnommen, in eine kleine Eprouvette (Widal-Réhrchen), die mit 
1cem n/50 Natronlauge beschickt ist, ausgeblasen und 1 cem 0,45 °, Zink- 
sulfat zugesetzt. Zu jeder Analyse wurden zwei bis drei Kontrollbestimmun- 
gen angesetzt. Beziiglich der Einzelheiten des Arbeitsganges und der Her- 
stellung der notwendigen Reagenzien muB auf die Originalarbeit (2) ver- 
wiesen werden. 

I. Bestimmung des Niichternprofils. 

Die Versuche wurden an 40 Tieren bei manchen zu wiederholten 
Malen durchgefiihrt. 

Versuchsanordnung: Nach 16 Stunden Nahrungskarenz wurde der 
Blutzuecker durch 8 bis 10 Stunden in zweistiindigen Intervallen bestimmt. 

In den Versuchen, die wir im Januar und Februar durchfiihrten, wurden 
die Tiere in zwei Gruppen geteilt, von denen die eine bei 12 bis 14°, die andere 
hei 25° C gehalten worden ist. Innerhalb jeder Gruppe wurde ein Teil der 
Tiere mit Kohlblattern (Griinfutter), der andere mit Hafer und Riiben, wie 
in den Versuchen im Herbst, gefiittert. 


Erqe bnisse. 


a) Herbstversuche. Die ermittelten Niichternwerte bewegten sich 


in denselben Grenzen wie die der anderen gebrauchlichen Laboratoriums- 
tiere. Sie schwanken zwischen 50 bis 120 mg-°, und sind beim selben 
Tier ziemlich konstant. Durch die Nahrung bedingte Unterschiede 
konnten nicht beobachtet werden. 


LieB man die Tiere iiber die 16 Stunden hinaus weitere 8 Stunden 
hungern, so wurde — bei zweistiindiger Untersuchung — ein Anstieg 
des Blutzuckerspiegels bis um 350°, und mehr tiber den Ausgangs- 
wert beobachtet. In den meisten Versuchen war der Anstieg kontinuier- 
lich und hatte am Ende der 24stiindigen Hungerperiode das Maximum 
noch nicht iiberschritten (s. Tabelle 1). Bei 4 Tieren wurde ein zwei- 
phasischer Kurvenverlauf gesehen. Das erste Maximum lag — etwa in 
der vierten Versuchsstunde — um 130 bis 160° , das zweite am Ende 
des Versuchs um 180 bis 235° héher als der Ausgangswert (s. Tabelle I). 


Biochemische Zeitschrift Band 281. q 
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Tabelle I. 





Blutzuckerspiegel in mg-°/) nach Hungern 
Datum 2 ; 
Nr. 16 Std. 18 Std. 20 Std. 22 Std. 24 Std. 


101 : ls 103 145 167 238 259 
601 2. XI. 75 110 157 153 186 
801 3. XL. 113 164 190 193 280 
802 | 83 112 172 _ 209 252 
902 14. XI. 92 118 139 200 268 
903 3. XII. 122 139 186 244 252 
904 3. XI. 113 131 186 200 268 
905 4. XII. 139 155 178 206 252 
906 5. XII. 146 162 193 261 261 


Tabelle II. 





Blutzuckerspiegel in mg-°), nach Hungern 
I 


Datum ics , 
Nr. 16 Std. 18 Std. 20 Std. 22 Std. 24 Std. 
$01 || 2 xX. 80 211 151 153 219 
401 ae @ 71 176 179 115 238 
402 oe 88 176 171 111 268 
103 a. 157 189 90 198 301 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde bei 12 Tieren, bei denen 8 bis 10 
Tage vorher cin Hungerversuch durchgefiihit worden war, das Blutzucker- 
profil nach Zufuhr der Normalkost festgestellt. Zuerst wurde dei 
Niichternwert nach 16stiindiger Nahrungskarenz bestimmt; im An- 
schluB daran erhielten die Tiere ihr Futter und sodann wurde wieder durch 
8 Stunden jede zweite Stunde die Hohe des Blutzuckers bestimmt. Die 
Anderungen des Blutzuckerspiegels waren im wesentlichen gleich denen 
der Hungertiere. Auch hier wurde entweder ein kontinuierlicher Anstieg 
beobachtet, der am Ende des Versuchs noch andauerte, oder die Kurv: 
war zweiphasisch mit einem Maximum in der zweiten bis vierten Ver- 
suchsstunde und einem zweiten, das am Ende des Versuchs noch 
nicht iiberschritten war. 

b) Winterversuche. Vollkommen verschiedene Ergebnisse erhielten 
wir, als die oben geschilderten Versuche im Januar und Februar 1935 
bei Verwendung derselben Tiere, die schon im Herbst untersucht worden 
waren, wiederholt wurden. Zum Teil wurden geringe Erhéhungen oder 
ein zweiphasischer Ablauf der Blutzuckerkurve im Hungerversuch 
beobachtet. Bei anderen Tieren sank der Blutzucker wahrend der 
Versuchsperiode mehr oder minder kontinuierlich ab. Es lag nahe, die 
niedrige AuBentemperatur fiir dieses verinderte Verhalten verantwort 
lich zu machen, zumal die Beeinflussung des Blutzuckerspiegels durch 
Kalte und Warme schon lange bekannt ist. Wir haben deshalb dic 
Versuchstiere in zwei Gruppen geteilt und die eine bei 12 bis 14°, die 
andere bei 25°C gehalten. Innerhalb jeder Gruppe erhielt ein Teil der 
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‘iere Griinfutter (Kohlblatter), der andere Hafer und Riiben. Es zeigte 
sich jedoch, daB durch diese Versuchsanordnung das Verhalten des 
Blutzuckerspiegels nicht wesentlich beeinfluBt werden konnte. 


Besprechung der Ergebnisse. 


1. Herbstversuche. Uber die Tagesschwankungen des Blutzucker- 
spiegels bei Menschen und verschiedenen Tieren (Kaninchen, Hund) 
liegen zahlreiche Literaturangaben vor. .Wenke (5), Hatlehol (6), Lange und 
Schloss (7) u. a.m. beschreiben eine nachtliche Erhéhung des Blutzucker- 
spiegels beim Menschen. Petren (8) fiel es wohl als erstem auf, daB bei 
Diabetikern oft trotz Nahrungszufuhr der Blutzuckerspiegel nachmittags 
niedriger war als im Niichternzustand in der Friihe. Forsgen (9) versuchte 
auf Grund histochemischer und chemischer Untersuchungen an Kaninchen- 
lebern einen 24-Stunden-Zyklus der Lebertitigkeit nachzuweisen. Er 
unterschied eine assimilatorische und eine sekretorische Phase der Leber- 
tatigkeit. Wahrend der ersteren wird in den Leberzellen Glykogen autf- 
gebaut, wobei gleichzeitig die Gallenbildung sehr stark eingeschrankt ist. 
In der zweiten Phase verschwindet das Glykogen von der Peripherie der 
Leberlappchen her und in ihrem Héhepunkt findet man es ausschlieBlich 
in sparlichen Mengen in den Zellen um die Vena centralis eines jeden Lobulus. 
Gleichzeitig ist die Gallenproduktion stark vermehrt. Die Abnahme des 
Leberglykogens ist unabhangig von der Menge der Nahrung, die im Digestions- 
trakt noch vorhanden ist. 

Dieser 24-Stunden-Zyklus der Lebertatigkeit wurde spater von Forsgens 
Mitarbeitern auch bei anderen Tieren nachgewiesen, so von Holmgren (10) 
auf histologischem Wege bei der weiBen Maus und von Holmquist (11) an 
der gescheckten Ratte. Der Phasenablauf vollzieht sich dabei so, daB die 
assimilatorische Phase auf den Tag, die sekretorische auf die Nacht fallt. 

Macht man sich die Anschauungen von Forsgen und Mitarbeitern 
iiber einen 24-Stunden-Rhythmus der Leber zu eigen — wobei vorder- 
hand ein Mitspielen des Inselapparates auBer acht gelassen wird — so 
muB man annehmen, daB die Hyperglykamie, die tagsiiber beim 
hungernden aber auch beim fressenden Tier beobachtet wurde, mit der 
sekretorischen Phase zusammenfallt. Die Meerschweinchen miiBten sich 
somit gegensatzlich zum Menschen, Kaninchen, zur Ratte und Maus ver- 
halten, bei denen der Blutzuckerspiegel im Laufe des Tages infolge 
¥ ° ° ° . ° 
Uberwiegens der Assimilation abnimmt. 

Eine andere Deutung fiir das Verhalten des Blutzuckerspiegels bei 
diesen Tieren ist noch méglich, wenn man nicht die Leber, sondern die 
Muskulatur als den Mittelpunkt des Geschehens ansieht. Das Meer- 
schweinchen ist ein sehr lebhaftes Tier und macht wahrend des Tages 
viel Bewegung, so daB es in dieser Zeit zu einer Kohlenhydratverarmung 
der Muskulatur kommen muB. Dies miiBte ebenso wie im pankreas- 
diabetischen Organismus oder bei einseitiger Fetternahrung [Grafe (12) | 
zu einer Herabsetzung der Zuckerzersetzung im lebenden Protoplasma 
fiihren, wenn nicht fiir einen entsprechend gesteigerten Zuckernach- 
schub gesorgt ware. Von diesem Gesichtspunkt aus ware die Hyper- 


9* 
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glykamie als ein regulatorischer Vorgang der Leber anzusehen, die d 
Manko der peripheren Zelle durch eine vermehrte Zuckerausschwemmu) 
wettzumachen sucht. Als zweiter Regulationsmechanismus trate da) 
beim Meerschweinchen ebenso wie beim pankreasdiabetischen Mensch: 
die Erhéhung der Nierenschwelle fiir Zucker hinzu. So konnten w 
in unseren Versuchen trotz maximaler Erhéhung des Blutzuckerspieg: |. 
nur in den seltensten Fallen Zucker im Harn nachweisen. Welcher vo 
den beiden Deutungsversuchen zutrifft, bzw. in welchem MaBe di: 
Langerhansschen Zellinseln mitbeteiligt sind, werden jedoch erst weite: 
Untersuchungen zeigen. 

2. Winterversuche. Die relative Konstanz des Blutzuckerspiegels im 
Hungerversuch bei denselben Tieren, die im Herbst einen maximalen 
Anstieg zeigten, kann durch mehrere Faktoren bedingt sein: 


1. Andersartige Zusammensetzung der Nahrung (Vitamindefizit 
2. Herabsetzung der AuBentemperatur und Anderungen der Sonnen- 


strahlung, 3. Funktionsanderungen der Driisen mit innerer Sekretion 
vor allem der Schilddriise —, welche auch eine verminderte Lebhaftigkeit 
der Tiere und dadurch eine geringere Arbeitsleistung zur Folge haben 
kénnte. Ob eine betrachtliche Anderung des Vitamingehalts der Nahrung 
vorliegt, konnte nicht entschieden werden, doch ist dies sehr unwahr- 
scheinlich, denn die Blutzuckerkurve der mit Grinfutter ernahrten 
Tiere verhielt sich nicht anders als die der mit Riiben und Hafer ge- 
fiitterten Meerschweinchen. 

Die Versuche, in denen wir einige Tiere unter Beibehaltung ihres 
Kostregimes bei 25° Zimmertemperatur hielten, wahrend andere Tiere 
bei 12 bis 14° verblieben, ergaben ebenfalls keine sonderlich divergierende 
fesultate, so daB Warmeunterschiede allein fiir das unterschiedliche 
Verhalten nicht verantwortlich gemacht werden kénnen. Auch Ande. 
rungen der Sonnenstvahlung kénnen in unseren Versuchen keine grobe 
Bedeutung haben, da die Tiere in hauptsachlich kiinstlich beleuchteten 
Raumen gehalten werden. Es bleibt somit als Hauptursache ein 
differentes Verhalten der inkretorischen Driisen (Schilddriise und Langer- 
hanssche Inseln) iibrig. Ob es sich in dem speziellen Fall um eine unter- 
funktionierende Schilddriise oder um ein Besserfunktionieren des 
Inselapparates handelt, werden erst vergleichende histologische Unter- 
suchungen der Schilddriisen von Sommer- und Wintertieren ergeben 


Il. Belastungen mit Traubenzucker. 

Nach 16 Stunden Hungern wurde den Meerschweinchen 2 g Trauben 
zucker pro kg Kérpergewicht als 10 °jige Lésung mit einem feinen Kathete! 
in den Magen eingefiihrt. Vor, sowie !s, 1, 2, 3, 5 und 7 Stunden nach de: 
Belastung wurde der Blutzucker untersucht. Die Versuche wurden an 
22 Tieren, bei denen vorher schon das Niichternprofil bestimmt worden war, 
in der Zeit vom 26. September bis 20. November 1934 durchgefiihrt. 
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Tabelle III. 





Blutzuckerspiegel (mg-°',) nach Belastung mit Traubenzucker 
(2g pro kg) per os 
Datum 


vor der | ‘/3 Std. | 1 Std. 2 Std. 3 Std. 5 Std 7 Std. 


Belastung nach der Belastang 


26. IX. 120 271 284 261 260 176 
: t a © 82 181 296 75 157 301 
i a =e 92 186 225 209 153 284 
28. X 136 186 173 191 241 134 
14. XI. 104 157 161 177 141 209 
18. XI. 110 198 182 99 109 273 
18. XI. 110 171 242 120 129 230 
20. XI. 80 186 211 131 216 235 
20. XI. 92 190 247 158 200 261 


Die nach der Zuckerbelastung einsetzende alimentare Hypeiglykamie 
zeigte nach ' , bis 1 Stunde ein Maximum, dann sank der Blutzucker- 
spiegel ab und erreichte in der zweiten bis fiinften Stunde nach der 
Belastung ein Minimum, das bisweilen tiefer lag als der Ausgangswert. 
Hierauf kam es zu einem neuerlichen Anstieg, dessen Maximum am 
Ende des Versuchs noch nicht iiberschritten war. Die in dieser Periode 
erreichten Blutzuckerwerte lagen ausnahmslos héher als der Ausgangs- 
wert und oft héher als das erste Maximum (s. Tabelle III) 

Auch der Ablauf der Blutzuckerkurve nach Belastung mit Trauben- 
zucker laBt sich aus dem friiher Gesagten erklaren. Bei der Annahme 


einer rhythmischen Lebertatigkeit mit Uberwiegen der sekretorischen 
Tatigkeit wiahrend des Tages muB die Leber in dieser Zeit immer mehr 
von ihrem Glykogengehalt verlieren. Durch das Mehrangebot von Zucke1 
an die Leber infolge der Zuckerbelastung sowie infolge der dabei ein- 


tretenden vermehrten Insulinproduktion kommt es zu einer Steigerung 
der Umsatzgeschwindigkeit und zu einer vermehrten Assimilation zu 
Glykogen. Dies hat voriibergehend eine Senkung des Blutzucker- 
spiegels zur Folge, :o daB fiir kurze Zeit der Blutzuckerniichternwert 
erreicht oder sogar unterschritten wird. Die Abhangigkeit der Glykogen- 
bildung von der Konzentration des angebotenen Zuckers wurde vielfach 
experimentell erwiesen. So fanden Barrenscheen (13) und spater mit 
verbesserter Methode Bodo und Marks (14) bei der Durchstr6mung der 
Leber mit einer 0,5°,igen Glukoselésung keinen Glykogenansatz, woh! 
aber einen nach Durchstrémung mit einer 1,0°,igen Zuckerlésung. 
Nimmt man dagegen eine Verarmung der Muskulatur an Kohlenhydrat 
wahrend der Arbeit und eine infolgedessen eintretende Herabsetzung 
des Zuckerumsatzes im Protoplasma an, dann legt das Verhalten der 
Blutzuckerkurve nach der Traubenzuckerbelastung die Deutung nahe, 
daB die Insuffizienz der Zelle zeitweise durch das Zuckermehrangebot 
beseitigt wird. DaB ein vermehrtes Zuckerangebot insulinartige Wirkung 
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hat, ergibt sich vor allem aus den Arbeiten von Bayliss, Miiller wi) 
Starling (15), die am Herz-Lungenpraparat normaler und pankrea 
diabetischer Hunde zeigen konnten, daB ebenso wie mit Insulin auch mit 
Zucker allein das Herz langere Zeit funktionstiichtig erhalten werden 
kann. 
IIf. Belastungen mit Adrenalin. 

Bei 8 Tieren wurde die Blutzuckerreaktion nach subcutaner Injekti: 
von 0,2cem Adrenalin. hydr. 1: 1000 pro kg K6érpergewicht untersucht 

Nach der Injektion stieg der Blutzuckerspiegel um 250 bis 500° 
iiber den Niichternwert an. Das Maximum wurde in der zweiten bis 
dritten Versuchsstunde erreicht. Der weitere Kurvenverlauf war nicht 
gleichmaBig. Bei 3 Tieren sank der Blutzuckergehalt allmahlich ab, in 
den iibrigen Versuchen kam es nach dem Maximum zu einer rasch vo1 
iibergehenden Depression und dann zu einem neuerlichen starken Anstieg 
der Zuckerwerte am Ende der Versuchsperiode (s. Tabelle IV). Es lies 
sich zunachst nicht feststellen, worauf das unterschiedliche Verhalten 
der Versuchstiere nach der Adrenalingabe zu beziehen ist. Diese Ver. 
suche miissen daher fortgesetzt und erweitert werden 


Tabelle IV. 





Blutzuckerspiegel (mg-°'9) nach Belastung mit Adrenalin 
(0,2cem 1: 1000 pro kg) 
u. § : oe =" =< 
vor éér 2 Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. » Std. 
Belastung 


Datum 


nach der Belastung 


66 127 157 327 231 
80 184 219 280 284 
83 153 298 285 337 
116 117 233 292 217 
104 254 351 317 238 
122 254 174 278 282 
96 183 237 409 357 
125 177 275 348 296 


IV. Belastungen mit Insulin?. 


Nach 16 Stunden Hungern wurden den Meerschweinchen 2 klin. Einh 
Insulin pro kg Kérpergewicht subcutan injiziert und der Blutzucker 1, 2, 3, 
4, 5 und 6 Stunden nach der Injektion bestimmt. Es wurde hauptséchlich 
Insulin der Sanabo-Chinoin*t, daneben aber auch Insulin- Richter und -Well- 
come verwendet. Zahl der Versuche 38. 

Neben der Gesamtreduktion wurde bei einigen Tieren auch die Rest 
reduktion nach Vergérung des Zuckers durch Hefe nach folgender Methocde 
bestimmt: 

0,lecem Blut wird mit einer Kapillarpipette abgemessen, in ein 
Réhrehen, das mit 0,5 cem dest. Wasser beschickt ist, ausgeblasen und die 


' Fiir die Uberlassung einer gr6Beren Versuchsmenge Insulin sind wi 


der wissenschaftlichen Leitung der .,Sanabo-Chinoin’’ G.m.b. H. zu be 
sonderem Danke verpflichtet. 
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Pipette durch mehrmaliges Aufziehen und Ausblasen des Wassers nach- 
vewaschen. Es werden zu allen Proben wir setzten immer drei Kontrollen 
nd zu jeder Versuchsserie drei Blindwerte an 0,5cem einer Hefe- 
ispension zugesetzt. Voll- und Blindwerte werden 1 Stunde lang in einem 
30°%gen Wasserbad gehalten, dann wird | cem n;10 Natronlauge und 5 eem 
0.45 °oiges Zinksulfat zugesetzt. Die Vollwerte werden 2 bis 3 Minuten in 
einem Wasserbad von 80° erhitzt und noch heiB durch ein vorher mit kochend 
heiBem Wasser gewaschenes Wattebauschchen in Hagedorn-J ensen-Kélbchen 
filtriert. Die Réhrchen werden noch dreimal mit je 3 cem heiBem Wasser 
nachgewaschen und das Waschwasser ebenfalls auf das Filter gegossen. 
Die Blindwerte werden ebenso wie die Vollwerte, jedoch ohne vorheriges 
Erhitzen im Wasserbad behandelt. Der weitere Arbeitsgang ist dann 
lerselbe wie bei der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 
Berechnung: Restreduktion in mg-°®, Reduktion nach Vergérung des 
Zuckers in mg-®, weniger Reduktion des Leerwertes (ausgedriickt in mg-° 
Glucose). Betreffs Einzelheiten der Methode, besonders der Herstellung der 
teagenzien, sei auf die Monographie von Rappaport (|. c.) hingewiesen. 


Ergebnisse. 

Bei 35 von den 38 in Versuch genommenen Meerschweinchen traten 
2 bis 3 Stunden nach der Insulininjektion Krampfe auf, die spaéterhin an 
Intensitét zunahmen. 2 Tiere starben wahrend der Krampfe, bei 
14 Tieren wurden die Krampfe durch Injektion einer konzentrierten 
Traubenzuckerlésung kupiert; nach dieser muBte der Versuch selbst- 
verstandlich abgebrochen werden. Bei den wbrigen Meerschweinchen 
hérten die Krampfe nach zwei- bis dreistiindiger Dauer spontan auf. 


Der Krampftypus war dem der Kaninchen im Insulinschock vollkommen 


gleich. 

Bei den 3 Tieren, die nach der Insulininjektion keine Krampfe 
bekamen, sank der Blutzucker um etwa 50°, ab. Das Minimum wurde 
| bis 2 Stunden nach der Injektion erreicht, dann stieg der Blutzucker- 
spiegel wieder stark an. Am Ende des Versuchs war er ohne das 
Maximum iiberschritten zu haben um 100 bis 260°, héher als der 
Ausgangswert (s. Tabelle Va). 

Eine andere Gruppe der Tiere zeigte, wie bereits angefiihrt wurde, 
starke Krimpfe, die aber nach einigen Stunden von selbst aufhérten. 
Der Blutzucker sank bei ihnen ab, ohne jedoch Werte zu erreichen, die 
niedriger waren als die bei demselben Tier zu verschiedenen Zeiten 


Tabelle Va. 





Blutzuckerspiegel nach Belastung mit Insulin 
(2 Einheiten pro kg) 
Datum 1 Std. 2 Std. 3 Std 4 Std. 
vor der 


Belastung 
: e nach der Belastung 


4. XI. 92 2 108 122 
19. XII. 85 y 78 136 
20. XII. 85 63 132 
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Tabelle Vb. 





Blutzuckerspiegel (mg-°',) nach Belastung mit Insulin 
(2 Einheiten pro kg) 
Datum 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 
vor dei 
Belastung 
Nr. nach der Belastung 


901 6G, Ait. 103 99 96 * 117 198 
902 6. XII. 110 73 103 99* 175 
691 Tp Wiee.6 5 106 73 99 * 153 206 
602 El. wat. 107 80 99 * 108 167 
701 tt. es. 92 62 151 92 * 112 
101 iS. SU. 127 97 96 * 121 126 
* Kriimpfe. 
Tabelle Ve. 





Blutzuckerspiegel (mg-°/,) nach Belastung 
mit Insulin (2 Einheiten pro kg) 
1 Std. 2Std.| 3 Std. 4 Std. 





Datum Anmerkung 


6 Std. 


vor der 
Belastung 


Nr. nach der Belastung 


9D1a 7. aa, 113 169 214 Nach 11/ Std. schwerst: 
Krimpfe, nach 2 Std 
abgebrochen. 


401 BO. et. 94 122 158 206 294 Krimpfe beginnen nach 
2 Std. und héren nae! 
5 Std. auf. 


402 . XL/ 108 5 141 165 183 195. Wie 401. 
1201 2. XII. 89 108 96 182 165, Von der 3. bis 5. Sti 


Krimpfe. 
beobachteten Niichternwerte. Der niedrigste Wert wurde nach | Stunde 
gefunden, dann stieg der Blutzuckerspiegel kontinuierlich an und wai 
am Ende des Versuchs noch um 50 bis 150°, héher als der Ausgangswert 
(s. Tabelle Vb). Bei 4 Tieren sank der Blutzucker nach der Insulin- 
injektion tiberhaupt nicht ab, sondern stieg sogar allmahlich an 
(s/ Tabelle Ve). Es wurden — selbst wenn man von den 4 letztgenannten 
Tieren absieht wahrend der Krampfe erhéhte, bisweilen sogar aus 
gesprochen hyperglykamische Blutzuckerwerte beobachtet. 

Die Tiere, bei denen der Versuch infolge der sehr starken Krampfc 
abgebrochen werden muBte, unterschieden sich in ihrem Verhalten nicht 
wesentlich von den zuletzt beschriebenen. Auch bei diesen Tieren wurde 
éfter das paradoxe Verhalten, néimlich Ausbleiben der Insulinhypo 
glykamie und sogar Ansteigen des Blutzuckerspiegels trotz schwerster 
Kiampfe beobachtet (s. Tabelle Vd). 

Es ist bekannt, daB bei Kaninchen hypoglykémische Krampfe 
dann auftreten, wenn der Blutzucker bis auf 30 bis 45 mg-°, ab 
gesunken ist, wobei die Krampfdosis abhangig ist von der Reinheit 
des Praparats. In Versuchen, die wir mit den von uns_ benutzten 
Praparaten (Sanabo-Chinoin, Richter, Wellcome) ausfiihrten, konnte! 
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Tabelle Vd. 





Blutzuckerspiegel (mg-° 9) nach Belastung 
mit Insulin (2 Einheiten pro kg) 


Datum vor der ! Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 6 Std. Anmerkung 


Be- 
Nr. lastung nach der Belastung 


1001 ea 122 ) 97 8 Nach 2 Std. schwerste 
Kriimpfe, nach 3 Std 
wurde Versuch abge- 
brochen 

1001 ae. 4 2 5 Wie Tier 1001. 

801 26. XI. Kriimpfe nach 2 Std., 
nach 23, Std. abge 
brochen. 

802 i ee Wie bei 801 

301 ° : Nach 2 Std. schwerste 
Krampfe, nach 3 Std. 
abgebrochen. 

302 29. . bi 7 Wie 301 

201a : 06 ‘ Nach 2 Std. Krampfe 
nach 31). Std. abge- 
brochen. 


wir uns von der gleichartigen Wirksamkeit der genannten Insuline iber- 
zeugen, so daB die Diskrepanz zwischen Blutzuckerspiegel und Auf- 
treten der Krampfe nicht auf Unreinheit eines Praparats zuriick- 
zufiihren ist. Nach Sjollema (16), Samogy (17), Sahuyn und Blather- 
wick (18) und nach unseren Erfahrungen entfallen von dem beim 
Menschen, Hund und Katze mit den gebrauchlichen Reduktions- 
methoden ermittelten Blutzuckerwerte im Durchschnitt héchstens 
30 mg-°,, auf andere reduzierende Substanzen (Restreduktion). Da 
soweit wir die Literatur iiberblicken Untersuchungen der Rest- 
reduktion im Meerschweinchenblut noch nicht vorliegen, kénnte der 
Einwand erhoben werden, daB die fehlende Verringerung bzw. das 
Ansteigen der Reduktionswerte im Insulinschock nicht auf die Gegen- 
wart von Zucker, sondern auf die Vermehrung anderer reduzierender 
Substanzen zuriickzufiithren sei. Um Klarheit dariiber zu schaffen, 
haben wir in einer Anzahl von Versuchen neben der Gesamtreduktion 
auch die Restreduktion nach Vergarung des Zuckers durch Hefe bestimmt. 
Wir konnten uns dabei iiberzeugen, dafs es in diesen Versuchen zu keiner 
Vermehrung der reduzierenden, nicht zuckerartigen Kérper des Blutes 
kommt (s. Tabelle VI). 

Diese Versuche zeigen somit, daB bei Meerschweinchen in einzelnen 
Fallen trotz hypoglykamischer Blutzuckerwerte keine Krampfe auf- 
treten, wahrend andererseits bei nur ganz geringem Absinken, ja sogar 
trotz Erhéhung des Blutzuckerspiegels schwere Krampfe beobachtet 
werden. Da fernerhin festgestellt werden konnte, daB die Restreduktion 
nach Insulininjektion nicht vermehrt ist, ergibt sich, daB der Mangel 
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Tabelle VI. 





a) Gesamtreduktion, b) Restreduktion, ausgedriickt in mg-°,, 
nach Injektion von 2 


Datum 1 Std. 2Std. 8 Std. 4 Std. 


vor der 


‘ Belastung 
Nr. _——e nach der Belastung 


901 6. XI. 103 94 96 117 198 226, 
35 38 34 38 35 35 
402 G: S11. 110 73 103 99 175 216 
41 43 43 39 40 40 
1201 12; Xi. 89 &9 108 96 132 165 
32 I8 35 35 35 35 


an Kohlenhydraten im Blute — wenigstens fiir die Meerschweinchen 
nicht die alleinige Ursache fiir das Auftreten der Krampfe sein kann. 


Zusammenfassung. 

1. In Versuchen, die im Spatherbst an Meerschweinchen durch 
gefiihrt wurden, wurde die Beobachtung gemacht, dai wahrend kurz- 
dauernder Hungerversuche der Blutzucker um 250% und mehr ansteigt. 
LaBt man die Tiere wahrend der Versuchszeit fressen, so ergibt sich kein 
wesentlicher Unterschied der Blutzuckerkurve im Vergleich zu der der 
Hungertiere. Dieselben Versuche an denselben Tieren im darauffolgenden 
Winter durchgefiihrt, lieBen das charakteristische Verhalten der Blut- 
zuckerkurve vermissen. 

2. Nach oraler Belastung mit 2 g Traubenzucker pro kg Kérper- 
gewicht kommt es zu einer alimentaren Hyperglykamie, die ihr Maximum 
', bis 1 Stunde nach der Belastung erreicht. Dann sinkt der Blutzucker- 
spiegel bis auf den Ausgangswert ab, um am Ende des Versuchs wieder 
Werte zu erreichen, die das erste Maximum bisweilen noch iibertreffen. 


3. Nach Belastung mit Adrenalin (0,2 eem Adrenalin. hydr. 1: 1000 
pro kg Kérpergewicht) steigt der Blutzuckerspiegel bis um 250 bis 300°, 
iiber den Ausgangswert an. 


4. Belastet man Meerschweinchen mit Insulin (2 Einheiten pro kg 
Koérpergewicht subeutan injiziert), so wird eine Divergenz zwischen 
Auftreten der hypoglykémischen Kraémpfe und Veraénderung des Blut- 
zuckerspiegels beobachtet. Bei 35 von 38 Tieren traten schwerste hypo- 
glykamische Krampfe auf, ohne daB der Blutzuckerspiegel wesentlich 
absank. Auf der Héhe der Krampfe wurden sogar immer mehr oder 
minder stark erhéhte Blutzuckerwerte gefunden. Bei manchen Tieren 
wurde eine Senkung des Blutzuckers nach der Insulininjektion iiber- 
haupt vermibt. Durch Bestimmung der Restreduktion nach Vergarung 
des Zuckers durch Hefe wurde bewiesen, daB dieses Verhalten keineswegs 
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bedingt ist durch eine Vermehrung von nichtzuckerartigen reduzierenden 
Substanzen im Blut, durch die bei der Bestimmung der Gesamtreduktion 
hohe Blutzuckerwerte vorgetéuscht werden kénnten. 


Die dieser Arbeit zugrunde liegenden auBerordentlich mihevollen 


und zeitraubenden Untersuchungsreihen wurden uns durch die selbstlose, 
gewissenhafte und exakte Mitarbeit von Frl. Gabriele Binswanger er- 
méglicht, der auch an dieser Stelle warmstens zu danken uns angenehme 
Pflicht ist. 
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ber die Verkettung der chemischen Umsetzungen in der 
alkoholischen Giarung. 


I. Mitteilung: 
Bildung und Spaltung der Adenosintriphosphorsiure und deren Zusammenhang 
mit den Vorgingen der Zuckerspaltung. 


Von 
C. Lutwak-Mann und T. Mann. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6éw.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1955.) 


In den Untersuchungen tiber die Verkettung der chemischen Vor- 
ginge im Muskel ist von Parnas, Ostern und 7’. Mann (1) (2) (3) die 
zentrale Rolle der Adenosintriphosphorsdure in diesen Vorgangen 
folgendermaBen aufgefaBt worden: 

Durch Ubertragung der Phosphatgruppen aus der Adenosintri- 
phosphorsaure auf das Glykogen wird die Glykogenolyse in Gang ge- 
bracht; in einer weiteren Etappe wird die Adenylsaure durch Phosphat- 
gruppen resphosphoryliert, welche auf der Stufe der Phosphobrenz- 
traubensdure aus der Reihe der glykogenolytischen Zwischenprodukte 
abgespalten werden. Als Hilfssystem fiir den Wiederaufbau der Adenosin- 
triphosphorséure wirkt das Phosphokreatin, das in der [nduktionsphas: 
seine Phosphatreste an die Adenylsaure abgibt; auf diese Weise wird dic 
Adenylséure vor Desaminierung geschiitzt, in einer spateren Phas 
wird das Phosphokreatin aus Adenosintriphosphorséure und Kreatin 
wieder aufgebaut. Sollte dieser Anteil der Adenosintriphosphorsaure 
an der Muskelglykogenolyse einen auf diesen Vorgang beschrankter 
Mechanismus bilden? Die Adenosinpolyphosphorséuren = sind — in 
tierischen und pflanzlichen Zellen ubiquitaér; und sie sind iberall 
gefunden worden, wo man mit geeigneten Methoden nach ihnen ge- 
sucht hat. Es legt nahe zu vermuten, daB diesen Verbindungen auch 
anderswo ahnliche Funktionen — als Phosphatakzeptoren und Phos- 
phatiibertrager -— zukommen, wo Phosphatbindung, Verschiebung 
und Abspaltung in die Vorgange des intermedidren Stoffwechse| 
eingreifen. 

Den Gegenstand dieser Arbeit bilden Versuche, die Umsetzungen 
der Adenylséure (Adenosin-5-monophosphorséure) und der Adenosin- 
triphosphorsiure in der Hefegarung, und iiber die damit zusammen- 
hangenden Umsetzungen der Phosphorsaureester zu verfolgen, untet 
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Anwendung der Gesichtspunkte und der Methoden, die von Parnas, 
Ostern, Mann und Lutwak-Mann in den Untersuchungen dieses Labo- 
ratoriums fiir die Muskelchemie entwickelt worden sind. Als Resultat 
ergibt sich, daB auch in der alkoholischen Garung ein Kreislauf der 
Phosphatreste zwischen dem Adenosinderivat und dem Ausgangs- 
produkt, sowie den Zwischenprodukten der Kohlenhydratgérung 
besteht. 


Es ist bekannt, da8 in der Bierhefe und Béackerhefe Adenylsiéiure 
enthalten ist, und zwar in Form einer Adenosinpolyphosphorséure. Nach 
einem Patent der I. G. wird die Adenylséiure aus dem Bariumnieder 
schlag der Adenylpolyphosphorséiure gewonnen, den man aus dem ent- 
eiweiBten Plasmolysat der Hefe fallt. Die Identitaét dieser Adenylsiure 
mit der aus Muskel gewonnenen ist von F’. Lindner nachgewiesen worden (4). 
Der Gehalt an Adenosinpo!yphosphorséuren ist von Lohmann nach der 
Hydrolysemethode in Hefen bestimmt worden (5) (6). Die Frage nach der 
Co-Fermentrolle der Adenosintriphosphorsaure und ihrem Verhaltnis zur 
(o-Zymase ist bereits von Lohmann (6) (7) sowie von H. von Euler und 
WV yrbdck (8) untersucht und diskutiert worden; wir werden auf diese Frage 
spater zuriickkommen. 


If. Experimentelles. 


Die Untersuchung wurde mit Unterhefe ausgefiihrt, die wir der 
Brauerei A.-G. in Lwéw verdanken. Die Trockenhefe und der Mazerationssaft 
wurde nach der Vorschrift von Lebedew (9) dargestellt. Die Zusammensetzung 
der Ansatze, die Versuchstemperatur und die Versuchsdauer gehen aus den 
mitgeteilten Daten hervor. Dialysierte Safte wurden hergestellt, indem 
die Mazerationsgemische nach zweistiindiger Inkubation bei 35° in Cellophan- 
schlauchen dialysiert wurden und dann filtriert. Die Filtrationen erfolgten 
immer im Kiihlschrank bei 0°. Alle Versuchsansaétze waren auf px 7 mit 
NaHCO, neutralisiert; die dialysierten Safte waren fast neutral. Die 
analytischen Methoden waren die hier gewohnlich gebrauchten; insbesondere 
die Bestimmung der Adenosintriphosphorsiure (ATP.) nach Parnas und 
Lutwak-Mann (10); ATP. wird aus 5 bzw 10 cem Trichloressigsaurefiltrat 
als Ba-Salz gefallt und die von Barium befreite Fallung durch Muskel- 
fermente dephosphoryliert und desaminiert; die Phosphatfraktionen nach 
Lohmann und Jendrassik (11); Ammoniak nach Parnas und Heller (12). 
Das angewandte Fructosediphosphat verdanken wir der Freundlichkeit von 
Herrn Prof. Dr. C. Neuberg. Die Adenylsaiure wurde uns durch die chemische 
Fabrik ,,Laokoon**, Lwéw, iiberlassen, deren Direktion wir dafiir bestens 
danken. Es wurde immer mit Trichloressigsiure enteiweiBt; die kolori- 
metrischen Bestimmungen mit dem Pulfrich-S.ufenphotometer ausgefiihrt. 
Der Lebedew-Saft war immer aus 100 g¢ Trockenhefe und 300 cem Wasser 
hergestellt. 


II. Der Gehalt an Adenosintriphosphorsiure, Adenylsiure und Ammoniak 
in frischer Bierhefe und Lebedew-Saft. 


Die nachfolgende Tabelle 1 enthalt Daten tber den Gehalt an 
Ammoniak-N, an  Adenylsiure-NH,-N, Adenosintriphosphorsaure- 
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NH,-N; ferner an direkt nach 7 Minuten und nach 30 Minuten Hydro 
lyse bestimmbarem Phosphat. Tabelle IL enthalt analoge Bestimmungen 
am Lebedew-Saft. 


Tabelle I. Der Gehalt an Adenosintriphosphorsaure, Adenylsaur: 


und Ammoniak in frischer Bierunterhefe. 





Versuch Nr. 13, 19. VI. 1935 : ; 
ersuch Nr. 18, 19. VI. 1935 mg in 100g ing in 100¢ mg in 100¢ mg in 100¢ 
Frischhefe Trockenhefe * Frischhefe Trockenhefe 


Ammoniak-N .... 4 6 2.0 9,1 
Adenylsaure-NH,-N. 0,8 3, 4.1 
Adenosintriphosphor- 

siure-NH,-N .. . 2,3 Ri 1,8 5,1 
Direkt bestimmbarer 

Phosphat-P ... . 58,9 265,0 51,5 231,8 
Nach 7 Min. Hydrolyse 

in nHCl_ bestimm- 

barer Phosphat-P. . 98,4 442.8 5 428 4 
Nach 30 Min. Hydrolyse 

in nHCl_ bestimm- 


barer Phosphat-P . 108.5 488.2 103.5 465.8 


* Beriicksichtigt wurde der Gehalt von 78°/, Wasser in Frischhefe. 

A. 50 g¢ Hefe mit 50 cem Wasser verriihrt, mit 12,5 cem 40°,iger Trichlo: 
essigsiure und 0,8 ccm konz. HNO, enteiweiBt [vgl. (6), 5. 74]. 

3. 50 g Hefe durch Zerreiben mit 10 g krist. NaCl plasmolysiert, dann mit 
50 cem Wasser, 12,5 cem 40 °,iger Trichloressigsiure und 0,8 cem konz. 
HNO, enteiweiBt. 

Es ist aus den 
Daten zu ersehen, dal 
in frischen Hefen, unab- 
hangig von der Art 

Versuch Nr. 1, 21. V. 1935 gp Pe teaahicng der EnteiweiBung, iibe: 

20 mg freie Adenylsaur 

Ammoniak-N tS hk ei 112 und iiber 50 mg Adenyl- 

Adenosintriphosphorsaure-N Hg-N 0,2 a HER 

Adenylsaure-N Hy-N ee) 0.2 siure als Adenosintri- 

phosphorsaure  gebun- 

den in 100g frischer Hefe (78°, Wasser) enthalten sind. Die Be- 
rechnung aus den Hydrolysewerten ergibt viel héhere Werte. Diese 

Werte kénnen — im Bariumniederschlag — nicht der Adenosintriphos- 

phorsaéure entsprechen, und wir nehmen an, da8 andere leicht hydroly- 

sierbare Phosphorverbindungen — auBer der durch Muskelfermente 
desaminierbaren Adenosinpolyphosphorséure — unter den durch Barium 
fillbaren Bestandteilen des Hefeextraktes enthalten sein miissen 

Diese Zusammensetzung des Ba-Niederschlags bleibt bei einer wieder- 

holten Umfallung mit Ba bestehen. 


Tabelle II. Der Gehalt an Adenosin- 


triphosphorsaure, Adenylsiure und 
Ammoniak im Lebedewsaft. 
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Fir den Lebedew-Saft ergibt sich ein geringer Gehalt an Adenylsaure 
und Adenosintriphosphorsaure, aber die Zahlen, die hier angegeben sind, 
kénnen nur als angendhert angesehen werden. Bei der Herstellung der 
frockenhefe und des Lebedew-Saftes ging der gréBte Teil der Adenyl- 
sure und der Adenosintriphosphorséure verloren. DaB der fertige 
Lebedew-Saft keine Faktoren enthalt, welche Adenylséure durch Des- 
aminierung oder Dephosphorylierung zersetzen, geht aus den folgenden 
Versuchen hervor. 

Versuchs-Protokoll 2 am 23. Mai 1935. 10cem Mazerationssaft von 
Ammoniak durch Destillation im Vakuum befreit, mit m/2 Glucose und 
m/9 Phosphat versetzt, eine Halfte nach Zugabe von 9 mg Adenylsaure 
(als adenylsaures Na), die andere ohne jede Zugabe 15 Minuten bei 19° 
stehengelassen. In beiden Proben wurde nach EnteiweiBung Ammoniak 
bestimmt und die gleiche Menge 0,011 mg NH,-N gefunden. 

Versuchs-Protokoll 12 am 18. Juni 1935. Mit je 5cem dialysiertem 
Mazerationssaft und 0,5 cem m/20 adenylsaures Na (= 9 mg Adenylsaure) 
wurden zwei Ansitze hergestellt, die eine Probe sofort, die andere nach 
30 Minuten, 18°, enteiweiBt. In beiden wurde die genau gleiche Menge 
direkt bestimmbaren Phosphats, 1,5 mg P, gefunden. 

Dagegen enthalt der Lebedew-Saft ein Ferment, welches Adenosin- 
triphosphorsiure zu Adenylsiure dephosphoryliert. Dies geht aus 
folgenden Zahlen hervor: 

Mit Lebedew-Saft und m/400 adenosintriphosphorsaurem Na wurden in 
verschiedenen Versuchen (nihere Angaben in Tabelle VI) je zwei Proben 
angestellt, die eine sofort, die andere nach der angegebenen Zeit ent- 
eiweiBt, in beiden Adenosintriphosphorsiure mit Ba gefallt und durch 
Desaminierung durch Muskelferment bestimmt. Es wurde wiedergefunden : 

In Versuch 17: nach 30 Minuten, 23° . . . 36°, der zugegebenen ATP. 
fos? Rg e Sita ae Oe te 
a Oe el? Ty 54%, 


Ar O 


ne oat ys a + Pe sy A 


Pr ” 


Dadurch, da8 im Lebedew-Saft nur geringe Mengen Adenylsaure und 


Adenosintriphosphorsaéure enthalten sind, werden Versuche iiber dic 
Umsetzungen dieser Stoffe bedeutend erleichtert, adhnlich wie im auto- 
lysierten und dialysierten Muskelextrakt. 


IV. Die Synthese von Adenosintriphosphorsiure im Hefesaft. 


Tabelle III enthalt eine Reihe von Versuchen: Zusatz von m/ 100 bis 
m/500 Adenylsiure als Na-Salz, sowie Glucose, Glucose und Phosphat, 
Phosphat allein, Hexosemonophosphorsaure (Embden-Ester aus Fleisch) 
Fructosediphosphorséure, Phosphodioxyaceton, Phosphoglycerinsaure, 
Phosphoglycerol, Brenztraubenséure und Acetaldehyd. 

Aus den Zahlen der Tabelle II ist zu ersehen, daB im Lebedew-Saft 
eine Anhdufung von Adenosintri phosphorsdure aus zugesetzter Adenylsaure 
erfolgen kann, wenn Glucose in Gegenwart von Phosphat vergdrt. Dw 
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Tabelle LI. 
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Heteextrakten. 


Die Synthese von Adenosintriphosphorsaure i) 












n.d. = nicht dialysiert; d. = dialysiert. 
Ansatz = oa b5,8 , 2F 
. s = Sests 
oo im coane 
Neutrali- Molare Konzentration Bh & ae E: 
net Datum sierter Tu- der zugesetzten z = sae 
¥ — ig siitze z 2 S 
Saft 2 C+ eats. 
; Adenyl- anderen = rae = 
Nr. 1935 ecem ecem séure Substanzen Min.'°C mgN 0), 
Se. tnd. 3 m/500 a eee 0 19 0,005 1 
7. | 8 moo }™ : bv I 99 19 0070 5 
7 3 m/500 | ™leRhosphat| 45/19 0,086 31 
Je a’ aS 5 m/300 m/12 Phosphat 30 19 0,085 13 
10 5 m300{ ™S3? Phospho- 13) 19 9010 = 1 
. man glycerol | 
10 5 m/300 | m3? Fructose- | 39 19 0.167 26 
| diphosphorsaure | 
10 5 m300! me?! Brenz- | 39 19 9,009 1 
| traubensaure | 
6 4. VI. 10 6  m/300  m/40 Phosphat 30 20° 0,030 4 
10 6 m 300 | m 40 Phosphat, | 30 90 0 135 2) 
4 ' | m/3 Glucose | | : 
, ggg) m/40 Fructose- lan on g4qo 62 
10 © m/300 | diphosphorsaure | 30 2 Al - 
8 (42. VET ie . 6 m 3820 — 0 — “ 
a 6 = m/320 jm 40 Fructose- 0 es a 
ee 6 = m 820 diphosphor- ; 30 19 0,491 61 
10d. 6 m320 |  saure | 30 19 0,355 52 
19n.d. 6 m 320 | m3 Glucose, {| 30 19 0,014 2 
10 d. 6 m 320) {m 40 Phosphat | 30 19 - 6 
. gon | m 40 Acetaldehyd | . 9 0.070 10 
10 n.d. 6 m 320 || m/40 Phosphat | | 30 «19 7 
20*: 2VII.| 25d. | 25 | m/400 a 20 24 6 
25, 25 m400{, ™S0 Phospho- !lo9 94 0,192 7 
> * , | dioxyaceton 
D = 9 * | m/100 Fructose- |oq 9 0.177 0 
2,0 2.5 m/400 || diphosphorsaure_|| | 20 24 O77 100 
{ m ‘50 Phospho- | ve 
2.5 2.5 m/400 brenztrauben- $20 24 0,099 57 
| saure 
25, 25 m409/ 50 Phospho- |59 94 09150 87 
; | glycerinsaure = | 
> x OF no | m/S0Acetaldehyd jon 94 9.999 = 
se 2,5 | m/400 {| m/100 Phosphat {~ 24! 0,00 
> x OR | m/50 Glucose, joy 9 4 
i 2.55 m/400 | _m/100 Phosphat. |” 24 


* In diesen Versuchen war die Konzentration der Phosphorverbindungen dieselbe 


auf das abspaltbare Phosphat. 


in bezug 
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Tabelle LIT (Fortsetzung). 















Ansatz by pA 

s oe L 
sat Neutrali- — Eonsentration Z é Phe 
ich | Datum  sierter | 7y- der zugesetzten co & 2s 
Lebedew- cuts Z | ~ - 
atze = ct 
Saft & = é 8 
Adenyl- anderen > Fz 

sdure Substanzen Min. °C mgN 


Nr. 1935 ecm ccm 


m/100 Phospho- lon 95 0.045 


)* £ r OF 25 at | : ; 2 9: %¢ 
22* 3.VII.) 25d. 2,5 m 400 tl givcerineiene 11 2% 
9 m : e 
25, 25 m/400/ ™m/200 Fructose-'| 5 05 0,090 52 
| diphosphorsaure | 
oe * 
97 oF ( m 50 I hospho- | 9 97 119 — 
25, | 2,5 'm400 glycerinsiure || 20 25 0,129 75 


2.5. 25 moo] ™ 100 Fructose-''199 95 9199 = 75 


glycerinsaure |{~ 
m/50 Brenz- | 
traubensaure, 20 23 — 4 
m/100 Phosphat 
* In diesen Versuchen war die Konzentration der Phosphorverbindungen dieselbe in bezug 
auf das abspaltbare Phosphat. 


25. 2,5 m/400 


| 
diphosphorsaure | 
25, 25 m/400| ™50 Phospho- \oq 95 0.003 1 
scant ahd (ck | glycerol 
17 125: VE 5 d. 4 m/360 m/4 Glucose 30 23 0,008 2 
| m/90 Hexose- | 
os 4  m/360} monophosphor- | 30 23 0,008 2 
| saure 
5, 4 m/360{| ,™/90 Hexose- 139/93 9.964 77 
, | diphosphorsaure | 
23* 4.VIL | 25d. 2,5 m/400 _ 20/28; - 4 
2,5, 2,5 m/400{ M/100 Fructose” 199 93 0,165, 96 
| diphosphorsaure | 
{ m 50 Hexose- | 
2,5 2,5 1/400) monophosphor- }20 23 0,144 S84 
| saure 
25 5 25 |misoo| DL noere” ||20 280,129, 75 
| 


Fahigkeit, aus zugesetzter Adenylsiure Adenosin-triphosphorsdure zu 
hilden, besitzt auch die frische Hefe. Dies geht aus folgendem Versuch 
hervor : 

Versuch 21, 3. Juli 1935. Je 20g gut ausgewaschene, abgenutschte 
Bierunterhefe wurden in zwei Porzellanschalen abgewogen und mit je 
25 ccm einer m/2 Glucoselésung in m/10 neutralem Phosphat vermischt. 
Der eine Ansatz (I) wurde auBerdem durch 3 cem Wasser erginzt, der 
andere (II) durch 3 cem einer neutralisierten L6sung von 50mg Adenylsaure. 
Nach 30 Minuten, 20°, wurden beide Ansatze enteiweiBt, und im Filtrat 
das Ammoniak und die Adenosintriphosphorsiure bestimmt. Es wurde 
gefunden (im ganzen Ansatz): 

In I: 0,352 mg NH,-N und 0,296 mg ATP.-NH,-N, 
a5: Wes O.862-.2, NBN: ,, O78... ATP-NE-N. 


Biochemische Zeitschrift Band 281. 10 
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Im Ansatz II ergab sich demnach ein Zuwachs von 0,489 mg ATP 
NH,-N, es wurden also von 50mg Adenylsiure 13mg, d.h. 26%, 
Adenosintriphosphorsaure tiberfiihrt. 

Ein besonders klares Ergebnis liefern diejenigen Versuche (20) (22) (23, 
in welchen in bezug auf das abspaltbare Phosphat aquivalente Konze: 
trationen verschiedener Phosphorverbindungen, die als Intermedia: 
produkte der Glykolyse auftreten, mit gleicher Menge Adenylsiur 
und Lebedew-Saft vermischt worden sind. 

Eine besonders starke, stets reproduzierbare Bildung von Adenosin 
triphosphorsdure wird mit Hexosediphosphorsdure beobachtet ; bis 80°, dei 
zugesetzten Adenylsdure erscheinen dann als Adenosintriphosphorsdu: 
Die Phosphoglycerinsdure, die in analogen Versuchen mit Muskelextrakten 
der spezifische Phosphatdonator ist, bildet auch im Hefeextrakt mit 
Adenylsdure Adenosintriphosphorsdure. 

Glucose allein, Phosphat allein und Glucose mit Phosphat sind 
Adenylsaure gegentiber in denjenigen Konzentrationen, welche de: 
Hexosediphosphorsaiure und Phosphoglycerinséure entsprechen, vollig 
unwirksam, und die erwahnte Bildung von Adenosintriphosphorsaure 
aus Glucose und Phosphat (Versuch 3 und 21) erfordert viel héhere 
Konzentrationen und mu auf intermediare Bildung von Hexose- 
phosphorestern bezogen werden. Phosphoglycerol!, Acetaldehyd allein, 
oder in Gegenwart von Phosphat; Brenztraubenséure allein oder in 
Gegenwart von Phosphat: alle diese Reagenzien sind Adenylsdure gegen- 
iiber unwirksam. 

Die Resultate, welche mit den oben erwahnten Intermediar- 
produkten der Glykolyse erzielt werden, beruhen auf 6fters wieder- 
holten und stets reproduzierbaren Versuchen; die hier mitgeteilten 
einzelnen Versuche mit Hexosemonophosphat (Embden-Ester) und 
Phosphodioxyaceton [aus der Ca-Bisulfitverbindung hergestellt (13) 
zeigen, daB diese Verbindungen sich Adenylsdure gegeniiber ahnlich 
wie Hexosediphosphat verhalten ; sie bediirfen jedoch einer Wiederholung 
und wir werden diese Versuche weiter bearbeiten. Phosphobrenztrauben- 
sdure wirkt wie Phosphoglycerinsdure. 

Aus unseren Versuchen geht also hervor, daB im Hefemazerations- 


saft eine Synthese der Adenosintriphosphorsdure erfolgt, und zwar durch 
Ubertragung der Phosphatreste auf Adenylsdure, sowohl aus Hexose- 
diphosphorsdéure (oder einem ihr sehr nahestehenden Produkt) ads auch 
aus Phosphoglycerinsdure, oder vielmehr aus Phosphobrenztraubensdure. 


Es ist bemerkenswert, daB bei der Phosphatabspaltung aus Hexose- 
diphosphorsiure und der Phosphorylierung der Adenylsdure kein 
direkt bestimmbares Phosphat entsteht. Es ist daraus zu folgern, dal 
auch hier eine direkte Ubertragung von Phosphatresten auf das Adenosin- 
derivat stattfindet (Tabelle IV). 


' Glycerinphosphorsaure. 





NZe) 
ediar 


lsaur 


MOST) 
de) 


SAUNT: 


Oo 
/0 


rakten 


t mit 


sind 
e der 
vollig 
‘saure 
Ohere 
*XOs€- 


illein, 
egen- 


diar- 
ieder- 
silten 

und 

(13) 

nlich 
dung 
uben- 


1ONS- 
lurch 
OSE - 
auch 
Ure. 
KOsSe- 
kein 

dak 


OSIn- 


\ erkettung d. chemischen Umsetzungen in d. alkoholischen Garung. I. 147 


Jabelle IV. Phosphatiibertragung von Hexosediphosphorsaure 
auf Adenylsaure im Hefeextrakt. 





Ansatz (mit 12,5 cem 
8°/,iger Trichoressigsdure enteiweiBbt) Von det 
aieacs taba : Direkt be- Das aus zugesetzten 
Adenosin- Adenylsiure 
triphosphor- wurden zu 
siure abspalt- ATP. phospho- 
bare NH» rvliert 


Molare Konzentration | stimmbares 
ilysierter | _ der zugesetzten Phosphat 
Lebedew- Zusitze . 

Saft Fructose- 
. - : 4 Adenyl- F 
diphosphor- siure mg P in 
i : 
ecm séure 1 cem mg N in 5eem % 0 


m/37 m/300 0,233 0.061 
m/75 m 300 0,207 0,061 
m/150 m/300 0,170 0,048 
m/37 — 0,233 — 
m/ 75 - 0,205 . 
m/150 -— 0,152 —_ 


Versuch Nr. 15, 22. VI. 1935, Dauer 30 Min., Temperatur 19°. 


IO DO PO bo WO bo 
ooor oro oro 


Die Phosphatibertragung aus Hexosediphosphorsdure auf Adenyl- 
siiure zeigt bemerkenswerterweise eine weitgehende Unabhdngigkeit von 
der Fluoridvergiftung (Tabelle V). 

Wahrend Jodessigsiure diese Synthese hemmt, zeigt sich das 
Fluorid sogar in erstaunlich hoher Konzentration — m/20 F’ — fast 
unwirksam. Im Gegensatz dazu, und in Ubereinstimmung mit den 
Erfahrungen am Muskel, ergibt sich eine vollstandige Hemmung der 
Phosphatiibertragung aus Phosphoglycerinséure auf Adenylsaure durch 
Fluorid. Fluorid hemmt bekanntlich die Umwandlung von Phospho- 
glycerinsaure tiber Phosphobrenztraubenséure in Brenztraubensaure. 
Da die Diphosphorylierung der Adenylséure durch Hexosediphosphor- 
s4ure durch Fluorid nicht gehemmt wird, dagegen die zum gleichen 
Produkt fiihrende Reaktion mit Phosphoglycerinséure aufgehoben wird, 
so ist daraus zu schlieBen, daB die Phosphatiibertragung auf Adenylsaure 
aus den Zwischenprodukten der glykolytischen Spaltung zu mindestens 
an zwei Stellen dieser Spaltung erfolgen kann: dies ist ganz verschieden 
von dem Verlauf der analogen Vorgainge im Muskel, wo diese Uber- 
tragung anscheinend nur von der Phosphobrenztraubensaure aus erfolgt. 
Fiir die Hefe unterscheiden wir also: 

1. Eine Phosphatiibertragung auf die Adenylsdure, die in der glyko- 
lytischen Zerfallsreihe vor der Bildung der Phosphoglycerinsdure stattfindet, 
also vor der ersten Oxydoreduktion. 

2. Eine — der im Muskel stattfindenden analoge Phosphatiiber- 
tragung auf die Adeny!sdure, die von der Phosphoglycerinsdure bzw. der 
Phosphobrenztraubensdure aus erfolgt. 


Die erste Phosphatiibertragung kénnen wir in der oberen Halfte 
der Garungsreihe nicht genauer lokalisieren. Sie kénnte erstens eine 
Umkehrung der — weiter unten zu besprechenden — Phosphatiiber- 
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tragung aus Adenosintriphosphorsaure aut Hexose sein, also eine Um- 
kehrung (1) dieser Reaktion. Sie kénnte zweitens von dem Spaltungs- 
produkt der Hexosediphosphorsaure aus erfolgen, also aus der Triose- 
phosphorsaure (Tabelle IIT, Versuch 20), und zwar entweder durch 
einfache Ubertragung und Bildung von Triose oder Hexose (2a), oder 
aber im Zusammenhang mit der Oxydoreduktion (2b). Fir einen 
Zusammenhang dieser Phosphorylierung mit einer Oxydoreduktion 
spricht der Umstand, daB sie durch Jodacetat gehemmt wird ; vielleicht 
gerade mit der Bildung des freien Glycerins. Wir geben die Reaktions- 
gleichungen versuchsweise : 
(1) Fructosediphosphorsaiure — Adenylsiure Fructose Adenosintri- 
phosphorsaure. 
(2a) 2 Triosephosphorsaiure Adenylsaure 2-Triose Adenosintri- 
phosphorsaure. 
(2b) 4-Triosephosphorsaure Adenylsaure Adenosintriphosphorsaure 


2-Phosphoglycerinsaure — 2 Glycerol. 


Bekanntlich entstehen aus der Triosephosphorséure (oder der 
Hexosediphosphorsaure) aquimolekulare Mengen Phosphoglycerinsaéure 
und Phosphoglycerol; dies ist von Meyerhof und Kiessling (14) (15) 
nachgewiesen worden. Diese Versuche sind an Trockenhefe ausgefiihrt 
worden, also wahrscheinlich an einem an Adenosinderivaten sehr armen 
Ansatz. Die Forscher nehmen an, dab aus der weiter nicht umgesetzten 
Glycerinphosphorsaure der Angarung durch spatere Hydrolyse die 
kleinen Glycerinmengen entstammen, die ein konstantes Neben- 
produkt der alkoholischen Garung sind. Die in Gleichung 2b gegebene 
Deutung ist hier nur als weiter zu priifende Vermutung mitgeteilt ; und 
sie bedeutet die Frage, ob im Lebedew-Saft die Bildung der Adenosin- 
triphosphorsaure aus Adenylsdure in einem Zusammenhang mit der 
Bildung von freiem Glycerol steht. 
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Einen weiteren Beweis fiir die Verschiedenheit beider Phospho- 
rylierungsvorgange liefern die Versuche 23 und 24 (Tabelle V), in welchen 
auBer Adenosintriphosphorséure auch Brenztraubensaure bestimmt 
worden ist. Es geht aus ihnen hervor, daB in der Reaktion zwischen 
Phosphoglycerinsdure und Adenylsdéure, Brenztraubensdure und Adenosin- 
triphosphorsdure gebildet werden. Bei der Phosphorylierung der Adenyl- 
séure durch Hexosediphosphat entsteht keine Brenztraubenséure. Im 
fluoridvergifteten Lebedew-Saft, wo die Phosphatiibertragung von 
Phosphoglycerinsiure auf Adenylsiure aufgehoben ist, entsteht auch 
keine Brenztraubenséure. 
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Die zweite Phosphorylierung formulieren wir folglich: 


(3) Adenylsiure -- 2-Phosphobrenztraubensiure = Adenosintriphosphor- 
saure — 2-Brenztraubensaure. 
aure 2-Brenztrauber 
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und gehen in diesem Zusammenhang auf die weiteren Schicksale di 
srenztraubensaure nicht ein. 

Die Vorgange, in welchen Adenosintriphosphorséure aus Adeny! 
siure im Lebedew-Saft entsteht, fassen wir durch Kombination de: 
Annahmen 2 und 3 in dem folgenden Schema zusammen: 


Durch F’ nicht gehemmt 


n Hexosediphosphorsaure 


2 n Triosephosphorsaure 


ats 


2 Adenosintriphosphorsaure 


n Phosphoglycerinsaure 
- 


7 


- 
Adenosintriphosphorsaure 


Brenztraubensaure 
Durch F’ gehemmt 


Um MifBverstandnisse auszuschlieBen, méchten wir bemerken, daii 
wir diese Vorgaénge, die wir als ,,erste Phosphorylierung” bezeichnen, 
nicht zum Hauptablauf der Garung, sondern zunachst nur zur .,An- 
gérung’ in Beziehung bringen. 

Sowohl dialysierte, als nicht dialysierte Lebedew-Safte bleiben im 
Eisschrank noch nach 64 Stunden wirksam und vermégen Adenosin- 
triphosphorséure zu synthetisieren. In einem dialysierten Extrakt 
wurde nach 100 Stunden keine Synthese von Adenosintriphosphorsaure 
beobachtet. Um mit Sicherheit festzustellen, daB bei der Phospho- 
rylierung der Adenyl aure Adenosintriphosphorsaéure entsteht, haben 
wir einen Versuch mit 500 g dialysiertem Lebedew-Saft, 0,9 g Adenylsaéure 
und 4g Hexosediphosphorséure (aus Ca-Salz) ausgefiihrt: der Ansatz 
wurde nach 30 Minuten bei 20° enteiweiBt und auf Adenosintriphosphor- 
saure verarbeitet. Das Ba-Salz wurde bei py = 6 ausgefallt, iiber das 
Hg-Salz gereinigt, als Ba-Salz untersucht (erhalten 200mg). Das 
Praiparat enthalt noch 40°, Bariumphosphat. Es verhalt sich wie ein 
mit Bariumphosphat verunreinigtes Praparat von adenosintriphosphor- 
saurem Barium aus Muskeln. Das Verhaltnis des abspaltbaren N H,-N zum 
Gesamt-N wurde 0,85: 5, das Verhaltnis Gesamt-N zu Pyro-P wurde 
70: 61,7 gefunden. 

V. Die Phosphatiibertragung aus Adenosintriphosphorsiure. 

Die Tatsache, da die Adenosintriphosphorséure aus Adenylsaure 
und gewissen Produkten der Glykolyse gebildet wird, lie8 einen ahnlichen 
Kreislauf dieses Stoffes vermuten, wie e: von Parnas, Ostern und Mann 
fiir die Vorginge im Muskel angenommen wird: die Rolle eines Phos 
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»hatdonators, von dem aus das Substrat der Glykogenolyse phospho- 
rvliert wird. Um diese Vorstellung zu priifen, wurde zunachst unter- 
sucht. unter welchen Umstiinden die Adenosintriphosphorsaure im 
Lebedew-Saft aufgespalten wird. 

Orientierende Versuche zeigten, daB die Dephosphorylierung der 
Adenosintriphosphorsdure durch Zusatz von Glucose beschleunigt, durch 
Zusatz von Hexosemonophosphorsdure nicht beeinfluBt, von Hexose- 
diphosphorsdure und Phosphoglycerinsdure dagegen gehemmt wird. Als 
besonders instruktiv fiihren wir Versuche an, deren Zahlen in Tabelle VI 
usammengefaBt sind. 

Wenn Adenosintriphosphorsaéure allein zugesetzt worden ist, so 
nimmt der Gehalt an Adenosintriphosphorsiure ab, und es steigt der 
Gehalt an direkt best: mmbarem Phosphat. In Gegenwart von Glucose, 
Saccharose oder Fructose ist die Aufspaltung der Adenosintriphosphor- 
siure beschleunigt, aber das Phosphat erscheint in der Esterfraktion. 
Besonders interessant ist in diesem Versuch, dab in Gegenwart von 
Hexosediphosphorsiure tiberhaupt keine, in Gegenwart von Phospho- 
glycerinsiure eine sehr geringe Aufspaltung der Adenosintriphosphor- 
siure stattfindet. 

Dieses Ergebnis stimmt mit dem der anderen Versuche tberein, 
in welchen eine Synthese der Adenosintriphosphorséiure aus Hexose- 
diphosphorséure oder Phosphoglycerinséure gefunden worden ist, und 
verleiht ihnen um so mehr Gewicht. Wir sehen darin den Nachweis, 
daB aus Adenosintriphosphorsdure und vergdrbarem Zucker das erste 
Phosphorylierungsprodukt, die Fructosediphosphorsdure, gebildet wird. 


VI. Diskussion. 

Als sicheres Ergebnis dieser Untersuchung sehen wir die Fest- 
stellung an, da die Adenosintriphosphorsaure in der alkoholischen 
Gaérung, ahnlich wie in der Muskelglykogenolyse als intermediarer 
ReaktionsteilInehmer, umgesetzt wird: daB sie ihre labilen Phosphat- 
gruppen einerseits auf die vergaérenden Kohlenhydrate  iibertragt, 
andererseits aus den  phosphathaltigen Intermediaérprodukten der 
Zuckerspaltung und aus Adenylsdure gebildet wird, indem die ab- 
gespaltenen Phosphatreste dieser Stoffe auf Adenylsiure iibertragen 
werden. Wir wollen uns zunachst mit der .,ersten Phosphorylierung* 
beschaftigen. Es ist damit das Vorkommen von Adenosintriphosphor- 
sdure in der Hefezelle zu einem friheren Zwischenprodukt der alko- 
holischen Garung in Beziehung gebracht, und zwar zu der Hexose- 


diphosphorséure, die — wir folgen hier den Anschauungen von Me yerhof 
und seiner Schule — als Anfangsglied der Zuckerspaltung angesehen wird. 
Die Rolle der Adenosintriphosphorsaure in der Hefegérung geht — nach 
der Diskussion iiber die Rolle dieses Stoffes einerseits, und der Co-Zymase 
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indererseits, die zwischen AK. Lohmann (6) (7) und H.v. Euler und 
Wyrbdck (8) gefiihrt worden ist —-, aus Versuchen von Lohmann (7) 
hervor. Die volle Zuckergérung mit Trockenhefe kann entweder mit 
(‘o-Zymase und Hexosediphosphat, oder aber mit Adenosintriphosphor- 
siure und Co-Zymase erreicht werden; Lohmann betrachtet auf Grund 
jener Versuche als Co-Ferment der alkoholischen Garung die Co-Zymase 

anorganisches Plosphat + Mg + Aktivator (nach Art der Hexose- 
diphosphorsaure); den Aktivator betrachtet er dabei ausschlieBlich als 
Wasserstoffakzeptor: Lohmann bemerkt, da die Co-Zymasewirkung 
an die Gegenwart von Hexosediphosphat gebunden ist, nicht aber in gleichem 
Mape die Wirkung der Adenosintriphosphorsdure; diese mu allerdings 
in héheren Konzentrationen zugesetzt werden, um die Girung zu 
aktivieren. Lohmann stellt in diesem Zusammenhang die folgende 


Frage: ,,Da die Harden- Young sche Hexosediphosphorsdure aus lebender 


Hefe bisher nicht isoliert worden ist, muB noch sichergestellt werden, durch 
welche Substanz die ersten Phasen des Zuckerabbaucs in der lebenden Heft 
eingeleitet werden. Wir glauben, daB dies die Adenosintriphosphorsaure 
ist; dieses erscheint nach den hier mitgeteilten Tatsachen sehr wahr- 
scheinlich, und es ist im Zusammenhang damit daran zu erinnern, was 
Lohmann schon im Jahre 1930 festgestellt hat: daB namlich die An- 
gdrungszeit durch Zusatz von Adenosintriphosphorsdure zu den Ansdtzen 
mit Mazerationssaft verkiirzt wird. In der neuen Garungstheorie [.Meyerhof 
und Kiessling (14), Meyerhof (15)| ist fiir die Angarungsphase der 
Garung die Rolle der Hexosediphosphorsaure folgendermafen formuliert : 
aus je 1 Molekiil Glucose und Hexosediphosphorsaure, und 2 Molekiilen 
Phosphat entstehen +4 Molekiile Triosephosphorsiure und weiter je 
2 Molekiile Phosphoglycerol und Phosphoglycerinsiure. Meyerhof sagt: 
,,Die Menge des Hexosediphosphats, die fiir die Katalyse notwendig ist, 
ist diejenige, welche in nicht vergiftetem Mazerationssaft notwendig ist. 
um die sogenannte Induktionsperiode zu tiberwinden und die Garung 
anzulassen“‘. Es bleibt indessen die von Lohmann gestellte Frage offen. 

Im Mazerationssaft ist die Adenosintriphosphorsaure nur in geringen 
Mengen enthalten, in der Hefezelle ist sie reichlich vorhanden. Wir 
nehmen an, daB in der Hefezelle die Garung der Kohlenhydrate durch dic 
Phosphorylierung ,,angelassen wird’, und dap diese durch Phosphat- 
iibertragung von der Adenosintriphosphorsdure bewirkt wird. Dies kann 
iiber die Hexosediphosphorsaure gehen; tiber die weiteren Umsetzungen 
haben wir auf Grund der hier mitgeteilten Versuche nichts weiter aus- 
zusagen. Die Gleichungen von Meyerhof und Kiessling (16) stellen die 
weiteren Etappen dar. Als Ausgangspunkt der Zuckerspaltung sehen wit 
die Reaktion an: 

Hexose + Adenosintriphosphorsiure — Adenylsiure 
Hexosediphosphorsiure. 
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Es ist klar, dab im Mazerationssatt oder der Trockenhefe, in welchen 
wenig Adenosintriphosphors. ure und wenig Adenylsaure enthalten ist 
die Garung sowohl durch Zusatz von Adenosintriphosphorsaure i; 
Gang gebracht wird, als auch durch Zusatz von Hexosediphosphorséur 
bei geringer Menge von Adenosintriphosphorsaure (lL. ¢. 6, 8. 84). Dir 
Frage der Co-Zymase beriihren wir hier nicht, und sehen in dem vor 
liegenden Material keine Anhaltspunkte fiir Vermutungen, ob diese: 
Bestandteil der Co-Enzvymsysteme der Hefe in diejenigen Teilvorgang: 
eingreift, in welchen die Adenosintriphosphorsiiure wirkt, oder aber ii 
ganz andere Teilvorgange. 


Vorlaufig kénnen wir die Rolle der Adenosintriphosphor: dure in 
einem Kreislauf verfolgen, der in der Induktionsphase der Hefegaérung 
mit der Bildung der Hexosediphosphorsaure anfangt, und gleich darauf 
mit der Spaltung dieses Stoffes wieder zu Adenosintriphosphorsaure 
zuruckfiihren kann. Von den Vorstellungen aus. die von Meyerhof und 
Kiessling tiber die Induktionsvorginge der alkoholischen Garung ent- 
wickelt worden sind, kann man die Rolle der Adenosintriphosphorsaure 
folgendermaBen verstehen. Sie ist der urspriingliche Phosphatdonato: 
und es werden aus ihr und dem vergorenen Zucker die ersten Mengen 
Hexosediphosphorsaure gebildet. Wenn die Hexosediphosphorsaure mit 
einem weiteren Molekiil Hexose und 2 Molekiile mineralischen Phosphat 

nach Meyerhof — zu 4 Molekiile Triosephosphorséure, oder — was 
auf dasselbe herauskommt zu 2 Molekiile Hexosediphosphorsaure 
umgesetzt werden kann, so kann die urspriingliche Adenosintriphos- 
phorsaure zuriickgebildet werden, unter Hinterlassung des 2. Molekiils 
Hexosediphosphorséure, die dann den von Meyerhof und Kiessling 
angenommenen Katalysator des .,stationaren Zustandes darstellt. 


Die Adenosintriphosphorsaure scheint aber nicht nur in die Vor- 
gange der Angarung einzugreifen, sondern auch an einer spateren Etappe 
der alkoholischen Garung Anteil zu haben. Dieser Anteil scheint dem- 
jenigen, der fiir die Glykolyse im Muskel nachgewiesen worden ist, 
analog zu sein: er besteht darin, daB die bei der Umsetzung von Phospho- 
brenztraubensaure (oder Phosphoglycerinsaure) zu Brenztraubensaéure 
frei werdenden Phosphatreste von der Adenylsaure aufgefangen werden, 
unter Bildung von Adenosintriphosphorsiure. Vielleicht ist die Adenosin- 
triphosphorsdure der Ubertrager, durch den — in den, dem stationaren 
und dem Induktionsvorgang — von Meyerhof und Kiessling gemeinsamen 
Gleichungen — die aus Phosphoglycerinséure bei der Bildung von 
Brenztraubensaure abgespaltenen Phosphatreste auf Glucose tiber- 
tragen werden. 

2 Phosphobrenztraubensiiure + Adenylsiure 
Adenosintriphosphorsiure —— 2 Brenztraubensiure. 
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Fiir die weitere Entwicklung der Vorstellungen iiber die Rolle der 
\denosintriphosphorsaure wird jedenfalls die Feststellung wichtig sein, 
daB aus der Adenosintriphosphorsaure Phosphatreste auf Glucose iiber- 
tragen werden, und daB die Dephosphorylierung der Adenosintriphosphor- 
saure im Hefesaft durch Gegenwart von Hexosediphosphorsaure sowie 
von Phosphoglycerinséure gehemmt wird. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden Bestimmungen des Gehalts an Ammoniak, treier 
Adenylséure, sowie Adenosintriphosphorséure in frischer Bierhefe 


sowie in Lebedew-Saft mitgeteilt. 

2. Im Hefesaft ist ein Enzym enthalten, das Adenosintriphosphor- 
siure zu Adenylséure dephosphoryliert, dagegen keine Enzyme, die aus 
Adenylséure anorganisches Phosphat oder Ammoniak bilden. 

3. Sowohl bei der Gaérung durch lebende Hefe als durch Hefesaft 
wird Adenylséure zu Adenosintriphosphorsaure phosphoryliert, und 
zwar durch von bestimmten Phosphorsiureestern abgegebene Phos- 
phatreste. 

Es wurden zwei Arten von Phosphatumsetzungen festgestellt, in 
denen eine Ubertragung der Phosphatreste von Garungsintermediar- 
produkten auf Adenylsaure stattfindet: 

a) Hexosediphosphorséure reagiert im Lebedew-Saft mit Adenyl- 
siure unter Bildung von Adenosintriphosphorsaure : 

Hexosediphosphorsdure +- Adenylsdure — Adenosintriphosphorsdure. 

b) Bei dem Abbau der Phosphoglycerinsaure bzw. Phosphobrenz- 
traubensaure findet in Gegenwart von Adenylsaure eine Phosphat- 
iibertragung auf Adenylsdure und gleichzeitig eine Brenztraubensaéure- 
bildung statt: 

Phos phobrenztraubensdure + Adenylsdure -- Brenztraubensdure 

+. Adenosintriphosphorsdure. 

Bemerkenswerterweise wird die unter a) angegebene Reaktion 
durch Fluorid nicht beeinfluBt, die unter b) durch Fluorid véllig ge- 
hemmt. 

4. a) Zusatz von Adenosintriphosphorsaure zu Lebedew-Saft be- 
wirkt in Gegenwart von Glucose eine Ubertragung der labilen Phosphat- 
reste der Adenosintriphosphorséure aut Glucose : 

Adenosintriphosphorsdure + Glucose —- He xosediphosphorsdur 

Adenylsdure. 

b) In Gegenwart von Hexosediphosphorséure findet keine De- 

phosphorylierung der Adenosintriphosphorsaéure statt. 
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5. Wir folgern daraus a), daB aus Adenosintriphosphorsaure und ver 
girbarem Zusatz das erste Phosphorylierungsprodukt. die Fructose 
diphosphorsaure gebildet wird. 

b) DaB auBer dem Phosphatkreislauf der Induktionsphase der Hefe 
girung ein weiterer Angriffspunkt der Adenosintriphosphorsaure in de: 
Umsetzung der Phosphoglycerinséure bzw. Phosphobrenztraubensaure 


in Brenztraubenséure besteht. 

In Gegenwart von Phosphoglycerinsaure ist die Spaltung der Adeno 
sintriphosphorséure im Lebedew-Saft gehemmt, was damit in Uber 
einstimmung steht, daB freie Adenylsiure den Abbau der Phospho 
glycerinséure beschleunigt. 


Wir danken Herrn Prof. Parnas fiir die Anregung und Unterstiitzuny 
dieser Arbeit. 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. 
X. Mitteilung: 
(Zugleich I. Mitteilung iiber Diadenosinpentaphosphorsiure.) 
Von 
P. Ostern und T. Baranowski. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow.) 


(Eingegangen am 19, Juli 1935.) 


Die friither von Parnas, Ostern und Mann (1) sowie Ostern, Bara- 
nowski und Reis (2) beschriebene Synthesen der Adenosintriphosphor- 
saure aus Adenylsaure und Phosphoglycerinséure wurden in der vor- 
liegenden Arbeit weiter untersucht. Sie wurde in praéparativem MaBb- 
stab ausgefihrt, und die Identitat des im Muskelextrakt gebildeten 
Stoffes mit der Adenosintriphosphorséure, die aus frischem Fleisch 
yewonnen wird, sichergestellt. Die Versuche wurden ferner auf Extrakte 
aus Herzmuskulatur ausgedehnt, mit dem nicht uninteressanten 
tesultat, daB aus Phosphoglycerinséure und Adenylsdure nicht die 
Adenosintriphosphorséure gebildet wird, die man aus Muskelfleisch 
gewinnt, sondern das Herznucleotid, das von G. Embden (3) entdeckt, 
von P. Ostern (4) sowie 7’. Wilroy, F. Beattie und R. W. F. Strain (5) 
weiter studiert, und als Diadenosin penta phos phorsdure erkannt worden ist. 
Im Laufe dieser Versuche ist die Phosphatiibertragung aus Phospho- 
glycerinséure in Herzmuskelextrakten naher studiert worden; es wurde 
eine Reihe von Analysen sowohl der Phosphatfraktionen als auch 
besonders der Adenosinpolyphosphorséuren im frischen Herzen aus- 
vefiihrt. Als wesentliches Ergebnis erscheint die Feststellung, daB die 
Phosphatiibertragungen im Herzen in derselben Weise vor sich gehen, wie 
im Skelettmuskel. Ein wesentlicher Unterschied besteht nur darin, 
daB im Herzen die Adenylsaure — im Gegensatz zum Skelettmuskel 
bestandiger ist und langsamer der Einwirkung der desaminierenden 
Fermente unterliegt. Dies macht ihr Auftreten im Herzen verstandlich. 
Es ist ferner ein bis jetzt nicht beschriebener Bestandteil der Herz- 
muskulatur gefunden worden, der wahrscheinlich in die Gruppe der 
Nucleotidphosphorséuren gehért, und dessen Synthese im Herzmuskel- 
extrakt beobachtet werden konnte. SchlieBlich ist auch die Wirkung der 
Magnesiumionen auf die Synthesen in Muskelextrakten naher studiert 
und ihre Bedeutung fiir die Synthese der Adenosinpolyphosphorsauren 
erkannt worden. 

Experimentelles, 

Das Verfahren entspricht in allen Punkten dem friiher von Ostern, 
Baranowski und Reis (2) beschriebenen: in manchen Versuchen wurden 
konzentriertere Muskelextrakte (1 Teil Muskel: 1 Teil Wasser) verwendet. 
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Die Herzextrakte wurden aus dem Kammermuskel von ganz frische) 
Pferdeherzen hergestellt. Die Inaktivierung erfolgte bei Zimmertemperatur 
dialysiert wurden die Extrakte gegen flieBendes Leitungswasser in Cellophan 
schliuchen, die durch eine mechanische Vorrichtung in standiger Auf- und 
Abbewegung erhalten wurden. EnteiweiBt wurde mit Trichloressigsiure 
und nach den anderswo beschriebenen Methoden aufgearbeitet. Die Be 
stimmung der Phosphatfraktionen, der Adenosintriphosphorsaéure und de: 
Adenylsiure, geschah auf die in diesem Institut itibliche Weise (6) (7). Dir 
experimentellen Einzelheiten sind bei den Versuchen verzeichnet. 


Darstellung der Adenosintriphosphorsdure im Kaninchenmuskelextrakt, 

Wir haben die Adenosintriphosphorséure zweimal mit dialysiertem 
und einmal mit nicht dialysiertem Extrakt in Kaninchenmuskeln dai 
gestellt. Die Synthese erfolgt nach Zusatz von Adenylsaéure und Phos 
phoglycerinséaure. Die Extrakte waren infolge der Autolyse frei von 
Adenosintriphosphorsaure und von Adenyl:aure, was in allen drei 
Versuchen durch Kontrollansatze festgestellt wordén ist. Zu den Muskel 
extrakten wurde bei Zimmertemperatur zuerst Phosphoglycerinséure 
hinzugesetzt, und dann in zwei Portionen Adenylsaure. Dabei war dir 
Absicht maBgebend, den eigentlichen Phosphatiibertrager, d.h. die 
Phosphobrenztraubensaure entstehen zu lassen, bevor die desaminier bate 
Adenylsaure zugesetzt wurde. Die Inkubation dauerte nach Zusatz der 
ersten Portion Adenylséure 10 bis 15 Minuten. Nach EnteiweiBung 
wurde die Adenosintriphosphorséure als Bariumsalz gefallt und dann 
iiber das Hg-Salz gereinigt und wieder als Bariumsalz isoliert. Der 
Gehalt des Rohproduktes vor der Fallung mit Quecksilbernitrat wurde 
durch Bestimmung der Phosphatfraktionen und der durch Muskel- 
fermente abspaltbaren Aminogruppe ermittelt; diese Werte sind den 
Angaben iiber die Ausbeuten zugrunde gelegt. Im nachstehenden geben 
wir die drei Versuchsprotokolle wieder. 


Versuch 3 vom 7. Juli 1935. 


Kaninchen, o. Der Muskelextrakt (1 Teil Muskel : 1 Teil Wasser) 
wurde in zwei Portionen geteilt. Die eine wurde 6 Stunden bei 20° auto 
lysiert, mit NaOH neutralisiert, filtriert und wieder 2 Stunden autolysiert 
(Extrakt A). Die andere wurde 6 Stunden dialysiert, neutralisiert, filtriert 
und 2 Stunden bei 20° autolysiert (Extrakt B). 


Ansatze. 

I. 130cem Extrakt A + 50cem_ phosphoglycerinsaures  Natrium 
(= 0,26 g P, entsprechend 3g phosphoglycerinsaures Barium) -+- 20 ccm 
adenylsaures Natrium (= 1 g Muskeladenylsiure). 

II. 130cem Extrakt B + dieselben Zusiaitze wie unter I 
MgCl, . 19 H,O. 

Inkubationsdauer: 12 Minuten vom Zusatz der ersten Portion Adeny|- 
siure an gerechnet. Temperatur 20°. py = 7. 

Die Ansatze wurden mit je 200cem 10° ,iger Trichloressigsaiure ent 
eiweiBt, das Filtrat mit NaOH auf pq etwa 6,5 eingestellt und mit 50 ccm 
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25 °>igem Ba-Acetat gefallt. Das Rohbariumsalz wurde getrocknet, analysiert, 
n verdiinnter (n/5) Salpetersiure gelést und mit Quecksilbernitrat gefallt. 
Der Niederschlag wurde in Wasser aufgeschwemmt, mit H,S zersetzt, 
veliiftet, die L6sung mit 10 cem 25 °,igem Ba-Acetat versetzt. Es fiel wieder 
das Bariumsalz aus, welches mit Alkohol und Ather gewaschen, iiber Nacht 
im Vakuumexsikkator getrocknet und analysiert wurde. 


Analysen. 
Mittelwerte aus je zwei Bestimmungen. 





Rohbariumsalz Gereinigtes Bariumsalz 


mg in 1 mg Substanz 


Extrakt A Extrakt B 


Extrakt A Extrakt 


ne re ee : 0,015 0,005 0.011 0.006 
ORE aa oe ea de 0,059 0,052 0,068 0,067 
Se a ea 0,062 0.058 0,073 0,073 
ee sak 0,067 0,063 0,076 0,0775 
a ee 0,071 0,070 0,083 0.0855 
GONmOisEy nh as os 0,082 0,092 0,096 0,100 
APP -NierN 6 ek 0,0089 0,0095 0,012 0.012 
(resamt-N , _ — 0,061 0,060 
Abspaltbarer P* >» 4.60 4.32 438 4.58 
:abspaltbarem N{ 
Gesamt-N \ 
sabspaltbarem NJ” 
* Unter abspaltbarem P verstehen wir die in n H Cl leicht hydrolysierbare Phosphatfraktion. 


_ _ 5,08 50 


Berechnet fiir Adenosintriphosphorséiure: abspaltbarer P : abspalt- 
barem N = 4,43; Gesamt-N : abspaltbarem N 5,0. 

Ausbeute an Rohbariumsalz: im Extrakt A 1,75 g, im Extrakt B 1,3 g, 
entsprechend einer Umsetzung von 41 baw. 33 °9 der zugesetzten Adenylsiure 
zu Adenosintriphosphorsaure. 


Versuch 4 vom 17. Juni 1935. 


Kaninchen, o'. Der Muskelextrakt (1: 1) wurde 6 Stunden dialysiert, 
neutralisiert, filtriert und 1', Stunden bei 22° autolysiert. 
Ansatz und Aufarbeitung wie im Versuch 3, Ansatz II. 
Analyse des Rohbariumsalzes. 
Po - + +++. + 0,008 mg in 1 mg Substanz 
‘aes: =| je Bex 
Die e 6 eee ay ee OR . #3 
We NS ae og ee 
ae 
Gesamt-P. ... . 0,081 
ATP.-NH,-N .. . 0,0095 ,, 
Gesamt-N.... . 0,050 ,, ,, ‘9 
2 (berechnet fiir ATP. 4,43) 
5 5,0) 


Abspaltbarer P : abspaltbarem N 0 
Gesamt-N : abspaltbarem N 5,2 
Ausbeute an Rohbariumsalz: 1,45 g, entsprechend einer Umsetzung 
36°, der zugesetzten Adenylsiure zu Adenosintriphosphorsiure. 


( 2 9 . 


Aus allen drei Analysen geht eindeutig hervor, daB im Kaninchen- 
muskelextrakt die Synthese der Adenosintriphosphorsaure — statt- 
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gefunden hat, also derjenigen Verbindung, die bei Verarbeitung vo 
frischer Muskulatur gefunden wird. Die Ausbeuten sind befriedigen« 
von der zugesetzten Adenylséure werden etwa 40°, zu Adenosintr: 
phosphorséure phosphoryliert. Fiir die Darstellung der Adenosintri 
phosphorsaure eignet sich diese Methode besonders dann, wenn man rein: 
Praparate erhalten will. In dialysierten Extrakten ist bereits das erst: 
Bariumsalz nahezu frei von anorganischem Phosphat. Ein weitere: 
Vorteil besteht darin, daB alle Kautelen, die man bei der Darstellung de: 
Adenosintriphosphorséure aus frischer Muskulatur beobachten mui) 
(sehr rasche Verarbeitung, Kiihlung usw.) wegfallen. — Die Roll 
welche die Magnesiumionen im dialysierten Extrakt fiir diese Synthese 
spielen, wird weiter unten naher besprochen. 


Darstellung der Herznucleotide. 

Bei den ersten Versuchen, die Phosphatiibertragung aus Phospho 
glycerinséure in Herzmuskelextrakten zu reproduzieren, bemerkten wir, 
daB die Werte fiir die leicht abspaltbaren Phosphatgruppen im Barium. 
salz, im Verhaltnis zu der enzymatisch abspaltbaren N H,-Gruppe 
geringer waren, als in den entsprechenden Versuchen mit Skelett 
muskelextrakten. Die Versuche wurden im gréBeren MaBstab wiederholt 
und ergaben sicher, daB das Bariumsalz, das nach Reinigung des Roh- 
produkt?s tiber das Hg-Salz gewonnen worden ist, ebenso wie das iiber 
das Ag-Salz gereinigte, die Zusammensetzung einer Diadenosinpenta- 


phosphorsaure hat. 


Versuch 2 vom 27. Mai 1935. 


Pferdeherz. Kammermuskelextrakt (1 Teil Muskel: 1 Teil H,0O) 
6 Stunden autolysiert, mit NaOH neutralisiert, filtriert und nochmals 
1!, Stunden autolysiert. 

Ansatz. 130cem Extrakt + 50cem phosphoglycerinsaures Natrium 
(= 0,26 g P, entsprechend 3 g phosphoglycerinsaures Barium) + 20 cem 
adenylsaures Natrium (= 1g Adenylsiure). Inkubation 15 Minuten, 
PH a 

Weitere Verarbeitung genau wie in Versuch 3. 


Analysen. 





Rob-  nigtes Rob-  nigtes 
Barium- Barium- 
salz salz 


mg in 1mg Substanz barium- 
salz 


mg in 1 mg Substanz barium- 
salz 


Pos +. «+ +. « . 0,028 0,002 | Adenosinpolyphosphor- 

De «wie was « 6 OOERD 1 ODEs siure-NH,-N . . .  0,0053 

Webi. ei aie, ©, WORT “Le OOOO 5s co 8s 
A is 

me 2111 aloes. ase. | Abepaltbarer P ? 


: RC 2x :abspaltbarem N . = 3,1 
Gesamt-P ..... . 0,0595 0,0695 Gesamt-N : abspalt- 


barem N .. 
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Berechnet fiir Adenosintriphosphorsaure: abspaltbarer P : abspaltbarem 
1,43; Gesamt-N : abspaltbarem N = 5,0. Berechnet fiir Diadenosin- 
pentaphosphorséiure: abspaltbarer P: abspaltbarem N 3,32; CGesamt- 
N: abspaltbarem N = 5,0. 
Ausbeute: 1,75 g Rohbariumsalz, entsprechend einer Umsetzung von 


5 


25% der zugesetzten Adenylsiure zu Diadenosinpentaphosphorsaure. 


Versuch 5 vom 19. Juni 1935. 
Pferdeherz. Kammermuskelextrakt (1:1) 4 Stunden dialysiert, neu- 
tralisiert, filtriert und 2 Stunden autolysiert. 
Ansatz wie in Versuch 2 + 500 mg MgCl, . 10 H,O. 
Weitere Verarbeitung wie in Versuch 2 mit dem Unterschied, da die 
teinigung des Rohbariumsalzes tiber das Ag-Salz ertolgte. (Fallung mit 
10°, Silbernitrat in salpetersaurer Lésung.) 


Analyse. 





Gerei- Gerei- 

. , Roh- _nigtes ; , Roh- nigtes 

mg in 1 mg Substanz barium-  Barium- mg in 1 mg Substanz barium-  Barium- 
salz salz salz salz 


Po... ess. . , 0,013 0,002 | Adenosinpolyphosphor- 

Oe. ou st ttre + | ore ee siure-NH )-N . . . 0,012  0,0131 
P39... .. .. . | 0,068 | 0,050 | Gesamt-N . .. . . 0,070 0,066 
Peo. - +--+... | 0,071 | 0,0525] Abspaltbarer P 

Ce «ow es «> » | Cee Oise :abspaltbarem N. . 3,91 3.1 
Gesamt-P . . . . . . , 0,099 0,0725] Gesamt-N : abspalt- 

barem N..... 5,83 | 5,04 


Ausbeute: 1,2 g Rohbariumsalz, entsprechend einer Umsetzung von 
35%, der zugesetzten Adenylsiure in Adenosinpolyphosphorsaure. 





Wahrend im Versuch 2 schon das Rohbariumsalz ein fiir die Di- 
adenosinpentaphosphorsaure charakteristisches Verhaltnis vom ab- 
spaltbaren Phosphat zur abspaltbaren Aminogruppe ergab, lag im 
Versuch 5 dieser Wert ungefahr in der Mitte zwischen der Adenosintri- 
und Diadenosinpentaphosphorsaiure. In Anbetracht dessen, daB das 
Verhaltnis des Gesamt-N zum abspaltbaren Phosphat der Theorie 
entsprach, hielten wir es fiir wahrscheinlich, daB eine unvollstandige 
Desaminierung die Ursache dieser Diskrepanz war. Nach Reinigung 
iiber das Silbersalz erhielten wir jedoch auch in diesem Versuch ein 
fir Diadenosinpentaphosphorséure eindeutig sprechendes Resultat. 
J. Satoh (8) hat vor kurzem die Méglichkeit erértert, daB die von dem 
einen von uns (4) als Diadenosinpentaphosphorséure angesprochene 
Substanz ein aquimolekulares Gemisch einer Adenosintri- und einer 
Adenosindiphosphorséure sein kénnte. Dies erscheint jedoch in An- 
betracht dessen, daB man sowohl bei praparativer Verarbeitung von 
Pferdeherzen, als auch bei der Synthese im Herzextrakt zu derselben 
Substanz gelangt, wenig wahrscheinlich. Sehr gewichtig spricht auch 
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die Tatsache dagegen, da diese Substanz, trotz verschiedener Ui 
fallungen, ihre Zusammensetzung wahrt; falls es sich um eine Mischuny 
zweier Substanzen handeln sollte, miBte man die Annahme machen, da\} 
die Salze beider Stoffe dieselben Eigenschaften in bezug auf Léslichkeit 
und Fallbarkeit haben. Da das Herznucleotid eine Mittelstelluny 
zwischen der Adenosintriphosphorsiure und der Adenosindiphospho 
séure einnimmt (1 Adenosin : 2!/, P) ware noch die Méglichkeit ins Auge 
zu fassen, daB die Adenosintriphosphorsiure! eigentlich eine Diadenosin 
hexaphosphorsaure sei und das Herznucleotid durch die Abspaltung 
einer Phosphatgruppe aus ihr hervorgeht. Jedenfalls geht aus unseren 
Versuchen eindeutig hervor, daB die im Herzmuskelextrakt und Skelett- 
muskelextrakt aus Adenylséiure dargestellten Adenosinpolyphospho: 
siuren voneinander verschieden sind, ebenso wie die aus beiden Gewebe: 
isolierbaren Adeninnucleotidpolyphosphorsauren. 

Bei der Aufarbeitung der Rohbariumsalze aus Herzmuskelextrakte), 
zeigte sich, daB ein Teil des Niederschlags in n/2 bis n Salz:éure, trotz 
wiederholter Extraktion, nicht in Lésung ging. Der eine von uns (Ostern 
hatte schon friiher bei der Aufarbeitung von frischen Pierdeherzen ein: 
solche unlésliche Bariumfraktion in Handen. Es scheint, daB es sich 
um eine Nucleotidphosphorsiure handelt. Die Substanz gibt eine 
starke Orcinprobe, enthalt 3,52°% N und 4,56°% P, das Molekular 
verhaltnis von N : P ist beinahe genau wie 5: 3. Sie entsteht anscheinend 
erst auf Zusatz von Adenylsaéure, und zwar nur in autolysierten, nicht 
aber in dialysierten Herzextrakten. Die weitere Untersuchung dieses 
Stoffes ist im Gange. 


Phosphatibertragungen im Herzmuskelextrakt. 

Bevor wir Versuche tber die Phosphatiibertragungen im Herz- 
muskelextrakt anstellten, machten wir orientierende Bestimmungen 
der Phosphatfraktionen, der Adenylséure und Adenosinpolyphosphor 
siuren im frischen Kaninchenherzen. Die Herzen wurden unmittelba: 
nach der Tétung der Tiere (durch Nackenschlag) prapariert, kurz mit 
Ringerlésung von Blut abgewaschen, gewogen und mit Trichloressigsaure 
und etwas Quarzsand zerrieben. Im Filtrat wurden die Analysen vor 
genommen. 

Gegentiber dem Skelettmuskel ergeben sich folgende charakteristi 
schen Unterschiede; der Herzmuskel des Kaninchens enthalt freic 
Adenylsaure und sehr wenig Phosphokreatin. Das Gesamtphosphat und 
die Adenosinpolyphosphorséure entspricht etwa 50°, des Gehalts de 
Skelettmuskulatur an diesen Stoffen. Die Gegenwart freier Adenylsaure 


' Das Molekulargewicht der ATP. ist nicht bekannt und vorliufis 
unbestimmbar. 
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fabelle I. Gehalt an Adenyl- und Adenosinpolyphosphorsauren 
nd Verteilung der Phosphatfraktionen im frischen Kanin- 


chenherzen in mg-%,. 





Versuch 4b) Versuch 4b Versuch 4b Versuch 4b 
vom vom vom vom 
22. ITT. 1935 | 26. ILL. 1935 22. 111. 1935 26. LIT. 1935 
Kaninehen, Kaninchen, Kaninchen, Kaninchen, 
2 4 t 


4 


pO Se 29,5 29,0 Ammoniak-N. . 2,5 
33.0 28,5 Adenosin poly- 
42.5 phosphorsaure- 
eae 44,0 NH,-N. ... 2,5! 2.0 
Dy ae 59,5 46.5 Adenylsaure- 


120 


resamt-P. .. ) 69.0 Nite: 2 « 5 0,75 





im Herzen, die auch von C. Lohmann beobachtet worden ist, erklart sich 
daraus, daB die Adenylsiure im Herzen im Gegensatz zum Muskel 
sehr bestandig ist. Die enzymatische Desaminierung dieses Stoffes 
erfolgt nimlich, wie dies aus der Tabelle LI ersichtlich ist, selbst in 
Extrakten sehr langsam. Es besteht im Herzen offenbar nicht, wie im 
Muskel die Notwendigkeit ihrer augenblicklichen Rephosphorylierung, um 
sie vor der Desaminierung zu schiitzen. Damit steht wahrscheinlich auch 


der geringe Gehalt an Phosphokreatin im Herzen im direkten Zusammen- 
hang. Nach der Auffassung von Parnas und Ostern bildet das Phospho- 
kreatin im Muskel einen Phosphatdonator, der dann in Aktion tritt, 
wenn die Phosphatiibertragung aus Adenosintriphosphorsaéure auf das 
Glykogen so rasch ertolgt, daB ihr Wiederaufbau aus den tieferen Abbau- 
stadien des Glykogens nicht sofort nachkommt. In die entstehende 
Liicke springt dann das Phosphokreatin cin und rephosphoryliert die 
Adenylsaéure, die sonst der Desaminierung verfallen miBte. Fir das 
arbeitende Herz kommen keine so groBen Leistungssteigerungen in 
Frage, wie fiir den Skelettmuskel, und der normale Ablauf der Glykogeno- 
lyse erhalt die Adenosintriphosphorséure, mit deren Abbau die Re- 
synthesen synchronisiert sind. Falls eine Erhéhung der Anforderungen 
eintritt, geniigen kleine Mengen von Phosphokreatin zur Rephospho- 
rylierung der Adenylsiure, die iibrigens infolge der schwicheren Des- 
aminasewirkung des Herzmuskels selbst in freier Form ziemlich lange 
bestiindig ist. 

Der Wiederaufbau der Adenosintriphosphorsdure aus Adenylsaéure 
erfolgt in Herzextiakten in derselben Weise wie in Muskelextrakten. 
Den adiquaten Phosphatdonator bildet die Phosphoglycerinsiure bzw. 
die Phosphobrenztraubensiaure, welche ihren Phosphatrest direkt auf die 
Adenylsiure iibertrigt. In inaktivierten Extrakten findet auBer der 
Synthese der Adenosintriphosphorsiiture ein Aufbau von Phospho- 
kreatin statt, im dialysierten Extrakt fehlt die Synthese von Phospho- 
kreatin vollsténdig, die von Adenosintriphosphorséure ist wesentlich 

11* 
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Tabelle Il. Versuch 1 vom 20. Mai 1935. Pferdeherz. Kamme: 
muskelextrakt (2 Teile Muskel: 3 Teile Wasser) in 2 Teile geteil: 
A. 6 Stunden autolysiert, neutralisiert und filtriert, weitere 2 Stunde; 
autolysiert (20°). 
B. 6 Stunden dialysiert, neutralisiert, filtriert und 2 Stunden autolysier 
Ansdtze: Kontrolle: 10 cem Extrakt + 5cem H,0O. 
. 20 com Extrakt 3 cem m/10_ phosphoglycerinsaures —Natriun 
7ceem H,O. 
. 20) ,, Extrakt + 3 cem m/10 phosphoglycerinsaures Natrium + 30 my 
Kreatin + 7cem H,0O. 
. 20) ,, Extrakt + 3cemm/10 phosphoglycerinsaures Natrium + 20m, 
Adenylsiure -+ 7 eem H,O. 
20. ,, Extrakt + 3 ccm m/10 phosphoglycerinsaures Natrium + 16m 
Adenosin +- 7 cem H,0O. 
’, 20) ,, Extrakt + 3ceem m/10 phosphoglycerinsaures Natrium + 20m. 
Adenylsiure + 30mg Kreatin + 7 cem H,O. 


Inkubationsdauer a) 15, b) 30 Minuten. Temperatur 20°, py 





Kontrolle' la Ib Ila IIb IIIa | IIb IVa IVb! Va Vb 


A. Inaktivierter Extrakt. 
Panorg.’ ° 1,72 {1,65 | 1,57 1,65 1,77 |2,53 3,44 | 1,67 1,75 2,56 3,30 
DR aoa S aah, 1,74 1,76 1,79 1,80 1,78 |3,14 3,81 | 1,76 1,82 3,22 3,91 
PGC Sse 1,86 2,29 2,27 2,20 2,34 |4,28 5,10 |2,15 2,82 4,384 5,00 
peek ae 2,05 | 2,71 2,74 2,74 2,79 4,380 5,84 | 2,71 2,76 4,74 5,48 
fo ee 0,538 0,52 0,55 0,57 0,59 0,59 0,54 5 0,59 0,57 0,57 
Adenosinpoly- | 
phosphorsaure- 0 - 4 0,2200,180; — 6 (0,172.0,176 
NH,-N* || 
B. Dialysierter Extrakt. 
panorg.: - - - 0s54 (0,57 (0,60 0,58 10,54 | — [1,24 0,69 0,56 0,72 1,07 
hic SNe cs 0,62 0,62 0,55 0,58 0,58 0,64 1,31 0,64 0,59 0,86 1,34 
pre... 0,60 0,84 0,92 [0,89 0,93 1,28 1,91 0,87 0,93 (1,27 1,86 
NO aarti 0,80 1,21 1,48 |1,25 |1.45 1,58 |2,14 1,38 1,45 1,68 2,11 
Reagae 8 e 0,075 0,075 0,079'0,075'0,073 0,101 0,130 0,097 0,137/0,117 0,140 
Adenosinpoly- | 
phosphorsaure- 
NH,-N 
* Unter Adenosinpolyphosphorsiure-N Hj-N verstehen wir den durch Einwirkung von 
Muskeldesaminase abspaltbaren Ammoniakstickstoff aus der Aminogruppe der Adenylsiure. 


4 - @ | — | — 0,076'0,032, —  @ |0,104'0,068 


Alle Werte sind in mg pro 10 cem Ansatz angegeben. In 10 cem Ansatz 
sind 6,66mg Adenylsiure enthalten, bei vollstandiger Besetzung mit 
Phosphatgruppen entsprache dies 0,256 mg Adenosinpolyphosphorséure 


geringer. Aus der Tabelle II sind diese Verhaltnisse deutlich zu iiber 
sehen. Die Aufspaltung der Phosphoglycerinséure erfolgt nur in Gegen 
wart von Adenylsiure. Adenosin ist ebensowenig wie im Skelett 
muskelextrakt als Co-Ferment wirksam. Ohne Adenylsiure erfolgt nui 
eine Umwandlung der Phosphoglycerinsiure in einen leicht hydro- 
lysierbaren Ester (B, Reihe la und 1b) (Phosphobrenztraubensaure ) 
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ie Desaminierung der Adenylsaure erfolgt sehr langsam, so sind z. B. 
m dialysierten Extrakt binnen 15 Minuten von der zugesetzten Muskel- 
adenylsiiture kaum 11°%, nach 30 Minuten 22% desaminiert. Gleich- 
zeitig (B I1la) sind von der Adenylsaure im dialysierten Extrakt etwa 
30% zu Adenosintriphosphorsiure synthetisiert, im  inaktivierten 
iixtrakt (A IIa) tiber 85°,. Eine so ausgiebige Synthese haben wir in 
Muskelextrakten niemals beobachtet und zwar deshalb, weil in ihnen 
jener Teil der Adenylsiure, der nicht sofort phosphoryliert wird, der 
Desaminierung verfallt. 


Die Rolle der Magnesiumionen. 


K. Lohmann und O. Meyerhof (10) haben nachgewiesen, dal die 
enzymatische Aufspaltung der Phosphoglycerinséure zu Brenztrauben- 
siure und Phosphorsiure in zwei Stadien verléuft. Das erste ist die 
Umlagerung der Phosphoglycerinsiure in Phosphobrenztraubensaure, 
das zweite die Dephosphorylierung der Phosphobrenztraubensadure. Fiir 
die letztere Reaktion ist die Gegenwart der Adenosintriphosphor:éure 
oder Adenylsiure, sowie von Mg-Ionen Vorbedingung. Wir haben in 
einer friiheren Arbeit (Ostern, Baranowski und Reis) (2) den Mechanismus 
dieser Co-Fermentrolle der Adenylsaiure aufgeklirt, indem wir zeigten, 
daB die Aufspaltung der Phosphobrenztraubensiure in zwei Stufen 
erfolgt ; zuerst wird niimlich der Phosphatrest auf die Adenylséure iiber- 
tragen, und dann erst die gebildete Adenosintriphosphorsiure zu Adeny!- 
siure und Phosphorsiiure aufgespalten. 

1. 2 Phosphobrenztraubensiure + Adenylsiure = Adenosintriphos- 
phorsiure + 2 Brenztraubensaure. 

2. Adenosintriphosphorsiure + 2H,O = Adenylsiure + 2 Phos- 
phorsaure. 

Unter geeigneten Versuchsbedingungen (dialysierte Extrakte) 
lassen sich beide Reaktionen trennen (2). Es erfolgt eine ausgiebige 
Synthese von Adenosintriphosphorséure ohne eine nennenswerte Frei- 
setzung von anorganischem Phosphat. 

In Anbetracht des zweiphasigen Verlaufs der Dephosphorylierung 
lagen zwei Méglichkeiten fiir die Wirkung der Mg-Ionen vor, die eine 
war die Aktivierung der Phosphatiibertragung von der Phosphoglycerin- 
siure auf die Adenylsiure, die andere die Aktivierung der Aufspaltung 
der Adenosintriphosphorsaure zu Adenylsiure und freiem Phosphat. Wir 
stellten nun Versuche dariiber an, ob der Zerfall von zugesetzter Adeno- 
sintriphosphorsiure in dialysierten (sehr wenig Mg enthaltenden) 
Muskelextrakten durch Magnesiumionen aktiviert wird. Die Be- 
schleunigung des Zerfalls war aber so gering, daB sie die Wirksamkeit 
der Mg-Ionen im Co-Fermentsystem nicht erkliren konnte. Eine Auf- 
klarung brachten uns Versuche iiber die synthetische Bildung von 
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Adenosintriphosphorséure aus Phosphoglycerinsaure in ausgiebig! dialy 
sierten Extrakten mit und ohne Zusatz von Mg’-lonen. Im nach 
stehenden geben wir diesen Versuch wieder. 


Tabelle II]. Versuch 8 vom 3. Juli 1935. Kaninchenmuskelextrak 
(1:1). 544 Stunden dialysiert, mit NaOH neutralisiert, filtriert 
und |] Stunde bei 28° autolysiert. 

Ansdtze: 1. 10 cem Extrakt + 5 cem H,O. II. 20 com Extrakt ++ 3 cen 
m/10  phosphoglycerinsaures Natrium + 2cem adenylsaures Natrium 
(= 20mg Adenylsaiure) + 5 ecem H,O. IT. Wie II. 10 mg Mg” (in Forn 
von MgCl,). 

Inkubationsdauer 15 Minuten; Temperatur 28°; py 7. Enteiweils 
mit 10°, CCLCOOH; im Filtrat die Analysen vorgenommen. 





An- An- An- An- An- An 
satz I satz II satz Ill satz I satz Il satz I! 


Panorg 


Po Pe i 4 
Pro koe wae wos | OBE Oe 


0,31 043 O63 | psy ... . . | 0,37 10,98 | 1,27 
0.37 | 0.48 | 0.67 Pio... +. 0,87 1,98 | 1,36 
1.20 ATP.-NHg-N . . 0 0,040) 0,148 


Die Werte sind in mg pro 10 cem Ansatz angegeben. 
Im Ansatz II sind von der zugesetzten Adenylsdure 18°), im Ansatz I11 
58% zu Adenosintriphosphorsdure synthetisiert. 


Es ist daraus zu ersehen, dab die Mg -Ionen eine wesentliche Rolle 
in der Synthese der Adenosintriphosphorsaure spielen ; sie sind demnach 
im Muskel ein Aktivator der direkten Phosphatiibertragungen, in viel 
geringerem Mae der Abspaltung von freiem Phosphat. Die Einwitkung 
der Mg’’-Ionen auf die Phosphatiibertragungen scheint im Muskel ganz 
allgemein zu sein ; aus den Versuchen an He1zmuskelextrakten (Tabelle I) 
sowie friiheren Versuchen an Skelettmuskelextrakten geht namlich 
hervor, daB sie auch fiir die Synthese des Phosphokreatins aus Kreatin 
und, Adenosintriphosphorsdure wesentlich sind. Inaktivierte Ex 
trakte, die Magnesium enthalten, sind synthetisch viel witksamer als 
nach der Dialyse. Sowohl bei dem Zerfall der Phosphoglycerinsaure als 
auch dem Aufbau des Phosphokreatins konzentriert sich die Wirkung 
der Mg’ -Ionen um die Adenosintriphosphorsaure. Das Magnesiumion ist 
nicht nur zweiwertig, sondern es hat die Fahigkeit zu koordinativen 
Bindungen, es kénnte einerseits durch Bindung an die Amino- und 
Phosphatgruppe der Adenosintriphosphorséure, anderseits an den 
Phosphatakzeptor bzw. an den Phosphatdonator und Adenylsiure eine 
Annaherung der reagierenden Stoffe bewirken und zugleich eine Schutz 


' Auf den Effekt der Dialyse hat die Erhaltung der Dialysierschlauche 
in standiger Bewegung einen groBen EinfluB; trotz derselben Dialysierzeit 
wie in den fritheren Versuchen (2), waren jetzt die Extrakte viel griindliche 
von anorganischem Phosphat und Magnesium befreit. 
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wirkung gegeniiber der desaminierbaren NH,-Gruppe ausiiben. Die 
etztere haben iibrigens Ostern und Mann (11) — an héheren Mg-Konzen- 
trationen — experimentell festgestellt. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden enzymatische priparative Darstellungen von Adenosin- 
polyphosphorséuren aus Phosphoglycerinsiure und Adenylsaure in Ske- 
lettmuskelextrakten und Herzextrakten beschrieben. 

2. Im Herzmuskelextrakt erfogt aus Phosphoglycerinsiiure und 
Adenylsaure die Synthese einer Diadenosinpentaphosphorsiure. AuBer- 
dem entsteht eine Substanz, deren Bariumsalz in verdiinnten Saéuren 
(n/2 und n Salzsaure) unldslich ist, und die anscheinend auch in die 
Gruppe der Nucleotidphosphorsiuren gehdért. 

3. Der Herzmuskel von Kaninchen enthalt halb so viel Adenosin- 
polyphosphorséure und Gesamtphosphat wie der Skelettmuskel, er 
enthaélt ferner freie Adenylséure, aber sehr wenig Phosphokreatin. 

4. Die Mg -Ionen bilden im Muskel einen fiir die direkten Phosphat- 
iibertragungen wesentlichen Faktor: sowohl] bei der Ubertragung aus 
Phosphobrenztraubensaéure auf Adenylsaure wie auch aus Adenosintri- 
phosphorsdéure auf Kreatin. 

Herrn Prot. Parnas danken wir fiir die bei dieser Arbeit gewahrte 
Unterstiitzung. 
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Uber die Verkettung der chemischen Umsetzungen in der 
alkoholischen Giarung. 
Il. Mitteilung: 
Versuch einer Theorie. 
Von 
J. K. Parnas, €. Lutwak-Mann und T. Mann. 
f Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg 


(Eingegangen am 24. Juli 1935.) 


I. Die Arbeiten von C. Newberg, R. Nilsson, O. Meyerhof haber 
fiir die alkoholische Garung neue und wichtige Tatsachen ermittelt, di 
in dem ,,neuen Géarungsschema* von Meyerhof und Aiessling zu 
sammengefaBt sind. Die Tatsache besonders, da bei der Phosphor 
lierung des Zuckers durch Hexosediphosphorsdure anorganisches Phos 
phat aufgenommen wird, und da im weiteren stationaren 
Verlauf der Garung die Phosphorylierung der Glucose in eime: 
oxydoreduktiven Umsetzung mit Acetaldehyd verkettet ist, aus det 
der Alkohol hervorgeht. Aus diesen Tatsachen haben Meyerhof und 
Kiessling auch die Harden- Youngsche 1. Garungsgleichung erklaren (4 
k6nnen. 

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit beschaftigen sich 
A. Schaeffner, H. Berl und EF. Bauer mit der Frage der ersten Phospho 
rylierungsprodukte der alkoholisechen Garung (5). Wir finden in diese: 
Arbeit den Satz: ,,Die Reaktion: Dioxyacetonphosphorsaure + Acet- 
aldehyd — Phosphoglycerinséure + Alkohol steht demnach in ursach 
lichem Zusammenhang mit der ecigentlichen Phosphorylierungsreaktion : 
sie induziert auf eine bis jetzt noch unbekannte Weise’ die Reaktion : 
Glucose + Phosphorséure — Hexoseester“. 

Der Zusammenhang zwischen dem Anfang und dem_ weiteren 
Verlauf der alkoholischen Garung wird klarer, wenn man die Umsetzungen 
der Adenylsdure und der Adenosintriphosphorsdure mit der Glucos: 
und den phosphorhaltigen Zwischenprodukten der Glykolyse in Be 
tracht zieht, die vor kurzem von C. Lutwak-Mann und T. Mann be 
schrieben worden sind (6). In der Hefe sind beide Stoffe nebeneinande: 
vorhanden; aus Adenosintriphosphorséure und Glucose wird im Maze- 
rationssaft Hexosediphosphorséure gebildet; aus Adenylsdure und 
Hexosediphosphorsaiure wird Adenosintriphosphorsiure gebildet, und 
diese Reaktion !4B8t sich durch Fluorid nicht hemmen. Aber auch aus 
Phosphoglycerin:aure und Adenylséure entsteht, ahnlich wie im Muske! 
Adenosintriphosphor:4ure und Brenztraubenséure, bzw. Aldehyd und 


' Von mir hervorgehoben! Parnas. 
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('Q,; diese Reaktion wird durch Fluorid gehemmt, ebenso wie im 
Muskel. Es ist also das Auftreten von zwei voneinander trennbaren, 


verschiedenartigen Ubertragungen der Phosphatgruppe durch Enzyme 


festgestellt, die in der Hefe vorhanden sind, und durch einen Bestandteil 
ler Hefezelle, der einerseits als Phosphatakze ptor fiir die Abspaltung aus 
zwei — als Zwischenprodukte der Gaérung nachgewiesenen — Phosphor- 
saureestern — Hexosediphosphorséure und Phosphoglycerinsaure — auf- 
tritt, andererseits ein Phosphatdonator fiir die Phosphorylierung des 
Zuckers ist, die ebenfalls durch Hefeenzyme erfolgt : diese Funktionen legen 
es nahe, fiir die Adenosintriphosphorséure und die Adenylséure in der 
\Ikoholgérung eine ahnliche Funktion als Phosphatiibertrager zu ver- 
muten, wie sie fiir die Phosphatiibertragungen im Muskel wahrscheinlich 
gemacht worden ist (7) (8). Dies soll im folgenden versucht werden, und 
zwar unter Verwertung der ermittelten Tatsachen und unter méglichster 
Kinschrankung — wenn auch ein vélliges Vermeiden nicht méglich ist 
von Hilfsannahmen. 

Il. Die Angdrung. Wie schon friher ausgefiihrt worden ist (6), 
betrachten wir als den Ausgangspunkt der Induktionsphase der alko- 
holischen Garung die Phosphorylierung der Glucose durch Adenosintri- 
phosphorsaure zu Hexosediphosphorsaure, wobei wir auf die #rage nicht 
eingehen, ob und auf welche Weise dieser Weg iiber Hexosemono- 
phosphorester fiihrt! 

1. Anstelle der ersten Gleichung der Angarung von .Weyerhof und 
Kiessling [(1), S. 345). 

Hexosediphosphorséure + Glucose + 2 H,PO, 
4 Triosephosphorsaure 
stellen wir die folgenden Gleichungen: 


\denosintriphosphorsaure — Glucose 
Hexosediphosphorséure + Adenylsaure. 
Hexosediphosphorséure + Glucose + 2 HPO, 
4 Triosephosphorsaure. 
Die Summe ist: 
Adenosintriphosphorsaure —- 2 Glucose + 2 H,PO, 
4 Triosephosphorsaure + Adenylsdure. (3 
Als tolgereaktion kommt die zweite Halfte der Angarungs 
gleichung (a) von Meyerhof und Kiessling: 
4 Triosephosphorsiure + 2 H,O 
2 Phosphoglycerinsaure + 2 Phosphoglycerin. (4) 
' Wir haben nach Einsendung dieser Arbeit durch die Freundlichkeit 
von Professor C. Neuberg iiber seine Versuche zur Frage der Reaktionen 
zwischen Hexosemonophosphaten und Adenylsaure, und iiber die Bildung 
von Adenosintriphosphorsiure und Hexosediphosphorsdureester erfahren. 
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Die Bilanz der Reaktionen (3 + 4) fiir die Hefezelle, in de: 
die Gérung von der Adenosintriphosphorsaure aus beginnt, ist demnach 
Adenosintriphosphorsdure +- 2 Glucose +- 2 H, PO, 

2 Phosphoglycerinsdure + 2 Phosphoglycerin +- Adenylsdure. (4a 
phoge gqey Y 

2. An Stelle der Gleichung (b) von Meyerhof und Kiessling setze: 

wir die folgende: 
2 Phosphoglycerinséure -+ Adenylsiure 
2 Brenztraubensaéure + Adenosintriphosphorsaure + 2 H,O. (5 


2 Brenztraubensiure = 2 Acetaldehyd + 2 CO,. (6 


2 Phosphoglycerinséure + Adenylsdéure 
- Adenosintriphosphorsaure -+- 2 Acetaldehyd + 2 CO, +-2H,O. (7) 


Die Bilanz der Gleichungen (1 + 2 + 4 +5 + 6) fiihrt zu dem 
Zustand, der durch die Gleichungen a und b von Meyerhof und Kiessliny 
erreicht wird, mit dem Unterschied, daB die in der Umsetzung ein 
getretenen freien Phosphatgruppen nicht wieder in Freiheit gesetzt sind 
Lie Adenylsdure ist wieder in Form von Adenosintriphosphorsdure gi 
hunden, wie am Anfang: 

2 Glucose -++ 2 Phosphorsaure 
2 Phosphoglycerin -+ 2 Acetaldehyd + 2 CO, +2 H,O. (5) 

Damit ist die Angdrung abgeschlossen, und es ist dabei hervor- 
zuheben: 

1. DaB das phosphorylierende Agens, die Adenosintriphosphorsaure 
wieder resynthetisiert ist. 

2. DaB das in die ,,stationdre Gdrung™ eingreifende Agens, dei 
Acetaldehyd, entstanden ist. 

3. DaB das Resultat der Angdrung mit der zweiten Vergdrungsform 
der Glucose von C. Newberg und EF. Reinfurt identisch wird, wenn man 
die Hydrolyse des Phosphoglycerins durch die Hefephosphatase zu der 
Summe der Reaktionsgleichungen (8) hinzuaddiert: 

2 Glucose = 2 Glycerin +- 2 Acetaldehyd + 2 CQ,. (9) 

Nach dieser Auffassung ist die Newberg sche Glycerin-Aldehydgarung 
mit dem normalen, von Glucose und Adenosintriphosphorsaéure an 
fangenden Angdrungsvorgang identisch. 

Ill. Andere Formen von zu stabilisierten Endprodukten 
fiihrenden Angarungen ergeben sich aus folgenden Betrachtungen 

Wenn Glucose bei Gegenwart von Fluorid durch Hefe vergoren 
wird, so erfolgt die Girung — in Gegenwart von iiberschiissigem freien 
Phosphat! — folgendermaBen: 

Die Phosphatabspaltung aus Phosphoglycerinsdure ist aufgehoben 
Phosphoglycerinséure und Phosphoglycerin bleiben liegen. Glucose wird 
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ach Gleichi ng (3) durch Adenosintriphosphorsaure unter Aufnahme von 
’ Mol Phosphat auf 2 Mol Glucose phosphoryliert, aber es wird nach 
der von C. Lutwak- Mann und 7. Mann (6) beschriebenen, durch Fluorid 
nicht gehemmten Reaktion aus der Halfte der intermediar gebildeten 
Hexosediphosphorsaure und der Adenylséure die Adenosintriphosphor- 
saure wiedergebildet : 
\denosintriphosphorsaure + 2 Glucose + 2 H,PO, 

- 2 Hexosediphosphorséure + Adenylsdure. (10a) 


2 Hexosediphosphorsaure -+ Adenylséure + H,O | 


- Adenosintriphosphorsaéure + Phosphoglycerinsaure 
+ Phosphoglycerin + (Cg H,.0,)*. 


(10b) 


Adenosintriphosphorsaure + 2 (C,H,,0,) + 2 H,PO, 
2 Hexosediphosphorsaure + Adenylsiure usw. (10¢) 

Uberden mit (Cg H,.04)* bezeichneten Kérper wissen wir nichts, und 
wir wissen auch nicht, was bei der Phosphorylierung der Adenylsaure 
durch Hexosediphosphorsaéure aus der Kohlenhydratgruppe des Harden- 
Young-Esters entsteht. Falls bei dieser Reaktion eine Hexose — Glucose, 
Fructose oder eine andere alloiomorphe Hexoseform gebildet. wird, 
oder eine Triose, die wieder phosphoryliert werden kann — diese letzte 
Annahme erscheint uns unwahrscheinlich —, so wird die Summe von 
n Wiederholungen der Reaktionen die Umwandlung: 

n Glucose + 2n H,PO, 

n Phosphoglycerinsaure +n Phosphoglycerin +2 nH,O (10) 
ergeben, unter Erhaltung der urspriinglich vorhandenen Adenosintri- 
phosphorsaure, und ohne Anhaufung der intermediar gebildeten Hexose- 
diphosphorsaure. 

Dies hat zur Voraussetzung, daB bei der Fluoridgaérung keine An- 
haufung von Triosen oder ihren ,,Stabilisierungsprodukten zustande 
kommt,: die Richtigkeit oder Unrichtigkeit der hier gegebenen 
Formulierung wird auf diesem Wege gepriift werden miissen. 

Die Vergérung von Hexosediphosphorséure zu Methylglyoxal nach 
(. Newberg und M. Kobel, die durch A pozymase bewirkt wird, also in 
Abwesenheit von Co-Zymase und von Adenosintriphosphorsdure, ist 
unseres Erachtens als Vorgang charakterisiert, bei welehem keine Phos- 
phatiibertragungen intermolekularer Art stattfinden, weil keine Adenosin- 
triphosphorsaure zugegen ist, und keine Oxydoreduktionen, weil keine 
Co-Zymase vorhanden ist ; diese letztere Auffassung itibernehmen wir von 
R. Nilsson (9). 

Wir méchten bemerken, daB die Auffassung und die Formeln, 
die hier (10a bis c; 10) gegeben worden sind, denjenigen angepabt 
werden kénnen, die R. Nilsson (9) fiir die Anfangsprozesse der a!ko- 
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holischen Garung gegeben hat, und in welchen die einfach phospho 
rylierte 6-Kohlenstoffkette zu Triosephosphorséure und einer phospho: 
freien Verbindung C,H,0O, zerfallt. Wir haben keine Grundlage dafiu 
die Frage zu diskutieren, ob eine Hexosemonophosphorsaure, oder di 
Hexosediphosphorséure das normale Zwischenprodukt der Garung in de: 
Hefezelle bildet. 

IV. Die Garungen, die in Gegenwart von tiberschiissiger Hexos: 
diphosphorséiure im Mazerationssaft verlaufen, und bei welchen ein: 
gesteigerte Veresterung und Géarung stattfindet, verstehen wir als 
bedingt durch eine erhéhte Geschwindigkeit des Umlaufs von Adenosintri 
phosphorsaure — Adenylsaure; die Adenosintriphosphorsaéure wird dure), 
Phosphorylierung nach dem ersten Typus von C. Lutwak-Mann und 
7. Mann der durch F’ nicht gehemmt wird aus der Hexosedi 
phosphorséure sofort zuriickgebildet, und nicht erst durch die im 
weiteren Verlauf der Glykolyse gebildete Phosphoglycerinséure. Wi: 
erinnern hier an die von Lippmann (10) gefundene Vertretbarkeit de: 
Hexosediphosphorséure durch Phosphoglycerinsaure. 

V. fur den stationdren Zustand der Garung ergibt sich die folgend: 
Vorstellung: 

Die Garung verlauft ohne tiberschiissige Phosphate oder Hexos 
diphosphorsaure, Acetaldehyd ist bereits vorhanden, die Angarung ist 
bis zur Bildung der in Gleichung 8, rechte Seite, zusammengefaBten 
Produkte verlaufen. Es folgt der Angriff eines weiteren Glucosemolekiils 
durch Adenosintriphosphorsaure gemaB Gleichung 1, und darin Spaltung 
der Hexosediphosphorsaure, unter Eingriff des Acetaldehyds, in einer de 
Gleichung ec von Meyerhof und Kiessling analogen Reaktion: 
Hexosediphosphorsaure + 2 Acetaldehyd -—- 2 H,O 

2 Phosphoglycerinséure + 2 Alkohol; (11) 
und’ nach Umwandlung der Phosphoglycerinséure zu Phosphobrenz 
traubensaure : 


2 Phosphoglycerinséure = 2 Phosphobrenztraubenséure + 2 H,O (12) 


erfolgt die Rephosphorylierung der in Gleichung | gebildeten Adeny! 
saure zu Adenosintriphosphorsaure aus der Phosphobrenztraubensaure : 
2 Phosphobrenztraubenséure + Adenylsdure 
2 Brenztraubensdure + Adenosintriphosphorséure) | (13 
2 Acetaldehyd + 2 CO, + Adenosintriphosphorsaure. 
Wenn die Gleichungen (1 + 11 + 12 + 13) summiert werden, so 
ergibt sich die Gleichung der alkoholischen Garung: 

Glucose = 2 Alkohol + 2 CO,, 14 
indem die Intermediirkatalysatoren Adenosintriphosphorséure und 
Acetaldehyd zuriickgebildet worden sind und die Reaktionskette a 
einem weiteren Glucosemolekiil angreifen kann. 
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VI. In Gegenwart von iiberschiissigem Phosphat dagegen verlauft die 
Reaktion so, daB an Stelle der Gleichung | die Gleichung (1 + 2), d.h 
3) tritt: und bec — bereits in der Angarung beschrinkter Konzen- 
tration der Adenosintriphosphorsdure und bei ihrem Umlauf ents prechender 
Konzentration der Adenylsdure wird dann fiir jedes vergorene Molekiil der 
Glucose ein Molekiil Hexosediphosphorsdure liegen bleiben. Die Summe 
der Gleichungen (3 + 11 + 12 + 13) ist dann: 


2 Glucose + 2 H,PO, 
2 Athylalkohol + 2 CO, — Hexosediphosphorsaure + 2H,O: (15) 
das ist die erste Garungsgleichung von Harden und Young. 


VIL. Wir stellen die hier entwickelten Vorstellungen zur Diskussion, 
mit der Uberzeugung, da die Entwic slung der von C. Neuberg, R. Nilsson 
und O. Meyerhof geschaffenen Theorie der alkoholischen Garung; die 
hier versucht wird, einen richtigen, und nicht unwichtigen Kern enthalt : 
aber auch mit der Uberzeugung, daB an den Einzelheiten der speziellen 
Gleichungen, und vielleicht auch an ihren Zusammenhangen, durch 
die weitere experimentelle Forschung noch vieles zu andern sein wird. 
Als den Kern unserer Ausfiihrungen betrachten wir die experimen- 
telle Feststellung, daB in der alkoholischen Garung, wie in der 
tierischen Glykolyse, das Co-Enzym der intermolekularen Phosphat- 


iibertragungen aus dem System Adenosintri phos phorsdure — Adenylsdure 
besteht; und daB dieses Co-Enzymsystem mit dem Co-Enzym der 
Oxydoreduktionen, der Co-Zymase, und dem Mg’, das Co-Enzym der 
alkoholischen Garung bildet, dessen Wirkung in die Wirkungen dieser 
beiden Teilsysteme aufgelést werden kann. 


Aus den Gleichungen von Meyerhof und Kiessling ibernehmen wir 
die Aufnahme des anorganischen Phosphats bei der Phosphorylierung 
der Glucose, nehmen aber als den ersten Phosphatdonator fiir diese 
Phosphorylierung nicht die Hexosediphosphorsdure, sondern die Adenosin- 
triphosphorsdure an, als denjenigen Stoff, der in der Hefezelle tatsachlich 
vorhanden ist. Die Reaktionen, in welchen unter Phosphatiibertragung 
aus Adenosintriphosphorsaure freies Phosphat an den Zucker gebunden 
wird, nehmen wir nur fiir die Angaérung an, und fiir solche Garungen, die 
in Gegenwart von freiem Phosphat stattfinden. Fiir die stationare 
Gérung nehmen wir, im Gegensatz zu den Gleichungen von Meyerho/ 
und Kiessling, einen Verlauf an, in welchem Phosphat nur iibertragen, 
nicht aber in Freiheit gesetzt wird. Die Hexosediphosphorséure hat in 
unserer Auffassung nicht die Funktion eines unmittelbaren Phosphat- 
donators fiir die Phosphorylierung der Glucose, sondern neben der 
beiden Auffassungen gemeinsamen Rolle desjenigen Zwischenprodukts, 
welches u Triosederivaten auseinanderbricht — die Funktion eines 
Phosphatdonators fiir die Rephosphorylierung der Adenylsaure zu 
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Adenosintriphosphorsaure, die noch vor der ersten Oxydoreduktion, wn 


vor der Entstehung des zweiten Phosphatdonators, der Phosphoglycerin 
sdure, stattfinden kann. Diese erste Rephosphorylierung der Adenylsaur 
bedeutet also ein eigenartiges Hilfssystem, das mit dem anderen Hilfs 
system, das im Muskelgewebe arbeitet, dem derGuanidinphosphagene (11 
in Parallele gesetzt werden kann, das aber in der Hefe in di 
glykolytischen Umsetzungen eingeschlossen ist. 
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Zur Livulosereaktion mit Dinitrobenzolen’. 
Von 
Ladislaus von Széesenyi-Nagy (Budapest). 


(Aus der Medizinischen Univers'tatsklinik Basel.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1935.) 


Die Eigenschaft des Metadinitrobenzols, mit Aldehyden und Ketonen 
im alkalischen Milieu eine charakteristische Farbreaktion zu zeigen, ist 
seit langem bekannt. 

Auf dieser Tatsache fuBt die im Jahre IS88l von Janowsky vorge- 
schlagene Metadinitrobenzolprobe: wenn wir in alkalischem Milieu zur 
alkoholischen Lésung des Metadinitrobenzols Aceton zugeben, entsteht ein 
braunroter Farbton, der auf Zusatz einiger Tropfen konzentrierter Essig- 
siure einen dunkelvioletten Farbton gibt, weleher nach HCl-Zusatz ins 
Gelbe umschlagt. Béla von Bitié fand, daB einige Aldehyde und Ketone 
diese Reaktion nicht geben. Péronnet und Truhaut wiederholten diese 
Untersuchungen und fanden, da jene Aldehyde und Ketone, die bei Zimmer- 
temperatur iiberhaupt keine, oder nur eine sehr schwache und verzégerte 
Farbreaktion zeigten, eine sehr ausgesprochene Reaktion mit dem Meta- 
dinitrobenzol ergaben, wenn man die Reaktion bei héherer Temperatur 
sich abspielen laBt. Von Morel und Chavassiew wissen wir, daB bestimmte 
Zuckerarten in alkalischem Milieu mit Metadinitrobenzol mit violetter 
Farbe reagieren. Sie fanden, da8 die Lavulose am deutlichsten reagiert und 
schlugen daher auf dieser Grundlage das Metadinitrobenzol zum Nachweis 
von Lavulose vor. G. Joachimoglu schlagt in seiner Arbeit iiber den Benzol- 
nachweis zur qualitativen Identifizierung des Dinitrobenzols diese Probe 
vor. WM. Péronnet wandte diese Farbreaktion zum kolorimetrischen quanti- 
tativen Benzolnachweis an. Das Benzol wird auf diese Weise im Blute und 
Organen nachgewiesen. 

Ich beabsichtigte mit einer einfachen Methode Benzolbestimmungen 
zu machen. Das nach der Nitrierung vorgenommene Kolorimetrieren 
schien mir seiner Kinfachheit halber das gegebene Verfahren zu sein. Da 
bei der Nitrierung nicht nur Metadinitrobenzol, sondern auch Ortho- und 
Paradinitrobenzol entstehen, wurden die verschiedenen Dinitrobenzole 
naher untersucht. 

Im Laufe der Untersuchungen erhielten wir das tiberraschende 
Ergebnis, daB das chemisch reine Metadinitrobenzol, dessen Schmelz- 
punkt bei 90,8° liegt und das in hellgelben rhomboiden Lamellen kri- 
stallisiert, in alkoholischer Lésung und in alkalischem Milieu, trotz 
Zugabe von | °,iger wasseriger Lavuloselésung — auch bei hoher Tempe- 
ratur — die von den verschiedenen Autoren angegebene charakteristische 
Farbreaktion nicht zeigt. Das Orthodinitrobenzol, Schmelzpunkt 116 bis 
116,5°, in intensiv gelben nadelférmigen Prismen kristallisierend, gibt 


' Mit Unterstiitzung der Roche-Studien-Stiftung. 
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dagegen in alkoholisch-alkalischer Lésung, auch bei sehr starker Ver 
diinnung, mit Lavulose eine intensiv violette Farbe. Diese Farbe isi 
viel bestandiger, als von den meisten Autoren angegeben wird ; die braun: 
Verfarbung tritt erst spater als nach 24 Stunden auf. Aus chemisc} 
reinem thiophenfreiem Benzol habe ich Dinitrobenzole bereitet. Da. 
gewonnene Praparat besitzt einen viel tieferen Schmelzpunkt (84 bi 
85° C), wie die tibrigen Metadinitrobenzole, da es mit Ortho- und Para 
abkémmlingen verunreinigt war. Die Lavulosereaktion, die wir mit 
dem von uns hergestellten Préparat durchfiihrten, zeigt intensiv violett: 
Farbe, wird aber bald durch einen flockigen Niederschlag getriibt 
wobei die Farbe langsam ins bréunliche umschlagt. 

Es wurden darauf die von verschiedenen chemischen Fabriken 
hergestellten Metadinitrobenzole untersucht. (Die Tabelle zeigt di: 
Charakteristica der einzelnen Praparate.) Ein Praparat vom Schmelz. 
punkt 90,6 wurde gefunden, das eine sehr schwache, kurzdauernd 
violette Firbung zeigte, das demnach mit Orthodinitrobenzol ver 
unreinigt sein dirfte. 

Tabelle. 





Schmelzpunkt Janowsky sche : ‘ 
Priparat P Reaktion Liivulosereaktion 
oC 


Orthodinitro- 115,9 sehr spat, Sofort stark violett. 
benzol maBig violett Die Farbe ist sehr 
bestandig 


Metadinitro- 99,9 stark positiv Keine Farbreaktion 
benzol I 


Metadinitro- 90,6 Sehr spat, mabig 
benzol II violett, unbestandig 


Metadinitro- Keine Farbreaktion 
benzol III 


Metadinitro- 90, ¥ Keine Farbreaktion 
benzol IV 


Selbstnitriertes ™ Stark violett, die 
Dinitrobenzol I Farbe ist nicht 
bestandig 


Selbstnitriertes 85, “ Stark violett, die 
Dinitrobenzol II Farbe ist nicht 
bestandig 


Paradinotro- 1715 negativ Keine Farbreaktion 
benzol 


Es scheint daher, da8 Morel und Chavassieu in ihren Versuchen mit 
einem durch Orthodinitrobenzol verunreinigten Metadinitrobenzo! 
gearbeitet haben. Die spaéteren Autoren haben diese Reaktion tibet 
nommen, und wohl deshalb auch eine Farbreaktion erhalten, weil si: 
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Ver zi ihren Versuchen mit Orthodinitrobenzol verunreinigte Dinitro- 


benzolpraparate verwendet haben. 
Auf Grund der vorliegenden <Ausfiihrungen ist zum _ Lavulose- 


raun 
misc} nachweis nicht Metadinitrobenzol, sondern Orthodinitrobenzol brauchbar. 
Das (Mit der Lavulosereaktion laBt sich leicht feststellen, ob ein Dinitro- 
4 bi korperpraparat auch Orthodinitrobenzol enthalt.) A ich die quantitative 
Para kolorimetrische Benzolbestimmungsmethode von MM. Péronnet beruht 
> mit auf einer Reaktion mit Orthodinitrobenzol. 
lett: , 
me Literatur. 
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Quantitative Benzolbestimmung mit Hilfe des Pulfrichschen 
Stufenphotometers'. 
Von 
Ladislaus von Szeesenyi-Nagy (Budapest). 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Basel.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die bisher angewandten Methoden der quantitativen Benzol- 
bestimmung (Joachimoglu, Roestrwp, Gadaskin, Lazarow, H. Smith. 
Luszezak) geben an sich genaue Werte, bloB sind die Verfahren mit 
technischen Schwierigkeiten verbunden. Der Zweck der vorliegenden 
Mitteilung ist, eine Methode anzugeben, die technisch einfacher ist und 
an Genauigkeit nicht hinter den friiheren Methoden steht. 


In einer fritheren Arbeit? wurden die Fehler und Unzulanglichkeiten 
der Péronnetschen kolorimetrischen Methode nachgewiesen. Nitriert 
man némlich unter Abkiihlung Benzol mit einem Gemisch von rauchender 
Salpetersaure und konzentrierter Schwefelsiure (Nitriersdure), so ent- 
stehen 95°, Metadinitrobenzol, und nur ein Bruchteil der vorgelegten 
Benzolmenge geht in Ortho- und Paradinitrobenzol iiber. Péronnet 
wandte die Farbreaktion der Dinitrobenzole mit Lavulose zur kolori- 
metrischen Bestimmung an. Diese Reaktion geht aber nach unseren 
Untersuchungen nur mit Orthodinitrobenzol, und ist deshalb fir die 
Bestimmung des im Ubergewicht entstandenen Metadinitrobenzols un- 
geeignet. Um eine genaue Bestimmung der bei der Nitrierung ent- 
standenen Dinitrobenzole zu erreichen, wandten wir die Janowskysche 
Reaktion an und fiihrten so die quantitative Benzolbestimmung mit 
Hilfe des Stufenphotometers aus. Diese Reaktion wurde dahin modi- 
fiziert, daB der Alkoholzusatz bei der Erzeugung der Farbreaktion ver- 
mieden wurde, da sonst die Farbe unbestandig ist. 


Methodik. 


Die zu untersuchenden benzolhaltigen Substanzen (Blut, Urin, Organ- 
teile) werden mit Schwefelsaure schwach angesauert, mit 200 cem destilliertem 
Wasser verdiinnt und bei 90° destilliert (Apparat s. Abb. 3). Dauer der 
Destillation 20 Minuten, dann wird die Temperatur bis zum Kochen der 
Fliissigkeit erhéht, damit durch iiberdestillierendes Wasser der Kiihler aus- 


! Mit Unterstiitzung der ,,Roche** Staudien-Stiftung. — * Diese Zeitschr. 
281, 175, 1936. 
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gewaschen wird. Zur Entfernung eines eventuellen Benzolrestes wird der 
Destillationskolben noch mit 50 cem dest. Wasser (bei e) nachgefiillt und 
10 Minuten lang nach dem Sieden destilliert. Nach beendeter De- 
stillation wird der Kiihler mit etwa 5 ccm des Nitrierungsgemisches (bei f) 
gewaschen. 

Das Destillat wird in einem Gemisch von 20 ccm rauchender Salpeter- 
siure und 10 cem konzentrierter Schwefelsiure aufgefangen, das gekiihit 
ist. Das benzolhaltige Nitrierungsgemisch wird mit destilliertem Wasser 
etwa zweifach verdiinnt und mit Natronlauge bis zur alkalischen Reaktion 
(Lackmus) versetzt. Das entstandene Dinitrobenzol wird mit Ather aus- 
geschiittelt, der Ather wird abgedampft und der Riickstand, bestehend aus 
Dinitrobenzol, wird mit einer bestimmten Acetonmenge, z. B. 20 cem, auf- 
genommen. 10ccem der acetonhaltigen Dinitrobenzoll6sung werden mit 2 ccm 
33 °jiger Natronlaugelésung versetzt und 5 Minuten lang kraftig geschiittelt. 
Nach ', Stunde wird die iiberstehende violettfarbige Acetonlésung ab- 
gegossen und stufenphotometriert. 























Als Vergleichslésung wird reines 40 as 
Aceton in gleicher Schichtdicke By 
(10mm) verwendet. Die endgiiltige se ee eee 
45, J0t— 
E45 
S 
> 
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5 O5}- 40\- 
GS 
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Abb. 1. Absorptionskurve von 1,07 mg-°/5 Abb. 2. 
Dinitrobenzol in Aceton. (10 mm Kiivetten- 


lange.) 


Farbe wird in etwa einer halben Stunde nach Zusatz von Natronlauge 
erreicht und bleibt dann wahrend 3 Stunden konstant. Aus der Abb. 1 ist 
ersichtlich, da} die maximale Absorption dieser Farblésung mit dem Filter 
S 57 erhalten wird. 

Abb. 2. Kurve B zeigt die Eichkurve von bekannten Dinitrobenzol- 
mengen, nach dem obigen Verfahren hergestellt; Kurve 4 ist die Eichkurve 
von bekannten Metadinitrobenzol-(Schering-Kahlbaum)-Quantitaten. Wie 
diese Eichung zeigt, gilt das Lambert-Beersche Gesetz in dem untersuchten 
Konzentrationsbereich. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB auf diese 
Weise die umstandliche Vorbereitung von Standardlésungen ausgeschaltet 
wird. Zudem sei noch die auBerordentlich starke Empfindlichkeit der Farb- 
reaktion hervorgehoben; wie aus Abb. 2, Kurve 2B, ersichtlich ist, ergibt 
noch eine 0,066 mg-°oige Lésung eine deutliche Absorption. 


12° 
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Die Ausbeute betragt etwa 70°, der zu erwartenden Menge. Z. B.: 
vorgelegt 0,126 g Benzol, die erhaltene Dinitrobenzolmenge betragt 0,186 g. 
Rechnerisch  sollten 0,27 g  Dinitro- 
benzol entstehen. (1 g Benzol entspricht 
2,15 ¢ Dinitrobenzol.) Wir fragten uns, 
welcher Phase der Bestimmung dieser 
Verlust zuzuschreiben ist. Legt man eine 
bekannte Benzolmenge vor und _ nitriert 
man sie ohne vorangehende Destillation, 
so ergibt sich bloB ein Verlust von etwa 
7 bis 10°,. Es ist deshalb sehr wahr- 
scheinlich, da®8 fiir den Verlust der 
DestillationsprozeB  verantwortlich zu 
machen ist. Wir schlieBen uns damit 
der Ansicht Joachimeglus an. Aus diesem 
Grunde ist es angezeigt, vor der Aus- 
fiihrung der Benzolbestimmung zuerst die 
Leistungsfahigkeit des Destillationsappa- 
rats zu prifen. 














Zusammenfassung. 


Es wurde mit Hilfe der Ja- 
nowskyschen Farbreaktion eine stufen- 


Abb. 3. a) Destillationskolben ; b)Kiihler; — photometrische Benzolbestimmung an- 
¢) Ansatzkolben ; d) Kiihlgefaf ; e) f) Ein- 
fiihrtrichter. 








gegeben. 
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Die Messung des Sauerstoffverbrauches der Hefe 
nach einem neuen Prinzip. 
Von 
cGieorg Neumann. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 20. Juli 1935.) 


Im Laufe von Verg .rungsversuchen mit Blutzucker fiihrte mich der 
Zufall zur Beobachtung, daB eine Hefesuspension das Oxyhémoglobin 
reduziert. Auch in der Literatur fand ich eine solche Beobachtung in der 
Arbeit von Strzinowsky!, der die Hefe zur Unterscheidung von Oxy- und 
Kohlenmonoxydhimoglobin benutzt, und zwar auf Grund des Um- 
standes, daB die Hefe Oxyhimoglobin reduziert, Kohlenmonoxyd- 
hamoglobin aber nicht. Diese Erscheinung ist ein Spezialfall der phytro- 
chemischen Reduktion, tiber welche bereits eine groBe Literatur vor- 
handen ist®. Von der erwahnten Tatsache ausgehend, versuchte ich in 
eine luftdicht verschlossene Oxyhimoglobinlésung eine bekannte Menge 
Hefe zu bringen, welche den in der Fliissigkeit physikalisch absorbierten 
und durch das Himoglobin chemisch gebundenen Sauerstoff verbrauchen 
sollte. Wenn der Sauerstoff verbraucht wird, so geht das Oxyhimoglobin- 
spektrum in das Spektrum des reduzierten Hamoglobins iiber, was durch 
ein einfaches Handspektroskop konstatiert werden kann. Wenn man nun 
die Menge der Hefe und die des verbrauchten Sauerstoffs kennt und ferner 
bestimmt, in welcher Zeit die Reduktion des Himoglobins vor sich geht, 
so kann aus diesen Zahlen das MaB des Sauerstoffverbrauchs der Hefe 
leicht berechnet werden. 

Methodik. 

Bei der Herstellung des kristallisierten Hamoglobins muBte ich mir 
unter anderem auch die Feststellung Meyerhofs* vor Augen halten, da8 der 
Sauerstoffverbrauch der Hefe durch die Anwesenheit von Zucker und 
Alkohol stark beeinfluBt wird. Deshalb war ich gezwungen, das Hamo- 
globinpraparat ohne Zusatz von Alkohol darzustellen. Zu diesem Zwecke 
erschien mir Hundehimoglobin am geeignetsten, da dieses bekanntlich 
schwerer als andere Haimoglobine in Wasser léslich ist, so daB es auch ohne 
Zufiigung von Alkohol, schon durch einfaches Abkiihlen auskristallisiert 
werden kann. Die Herstellung der Haimoglobinpraparate fiihrte ich mit 
einer geringen Modifikation nach der Methode von Hoppe-Seyler aus. 
Der Erythrocytenbrei wurde mit physiologischer Kochsalzlésung dreimal 
gewaschen, dann in fiinffachem Volumen physiologischer Kochsalzlésung 
suspendiert und 24 Stunden lang im Kiihlschrank aufbewahrt. Nachher 





! Schweiz. Rundsch. f. Med. 23, 1, 1923. 2 Siehe A. Vercellone, diese 
Zeitschr. 279, 137 u. 140, 1935. — * Ebenda 162, 93, 1925. 








G. Neumann: 


Genera! 





Wahrend des 
Versuches 


Zeit- . Zeit- 
dauer ° dauer 


ung 


Baro- 
meter- 
stand 


Hamoglobin- 
enthalt in 
100 ccm Hefe 


Hefemis 


brau- 
ches 


mm 00 n/eem Min. mg Min. mg 


= 
mR 


Versuche mit 0,005 
766.0 0,005 0,675 53,2 186 56 1064 
755,0 0,005 0,651 é 50,9 120 60. 100,0 
755.6 | 215. 0,005 0,633 47,6 1186.7 95,3 
760.0 0,005 0,655 49.0 125 664 98,0 
752.0 0.005 54,8 118 59 109.6 
758.0 0,005 54,8 112. 63 109.6 
Versuche mit 0,5 bis 2,0 ° 

766.0 8 0,545 Ri k 59,0 99 15,8 118,0 
760,0 0,590 438 243 490 117 15.0.) 98,0 
763,0 21,5 0,514 you 54,8 101 143 109.6 
768.5 5 0,948 if 29,5 ), 59,0 1389 14,2 118,0 
766,0 0,909 896 5, Ri 50,0 156 14.5 100,0 
760.0 1,180 2,22 24.5 B; 49,0 187 14.6 98,0 
763.0 21 1,028 2 54,8 148 149 109.6 
761.1 20, 1,350 2.4€ 53,2 240 «11.5 106.4 
758.9 1,657 2. 50,0 311 11,0 100,0 
1,607 2,785 54,8 269 11,3 109.6 

1,930 3,258 53.2 350 10.5 106.4 

1.990 3,295 50.9 383 10.3 100.0 

1,780 3.03: 49.0 337 =«-11,0 98,0 

21,5 || 2,057 54,8 364. 102 109,6 
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zentrifugierte ich die Erythrocyten wieder ab und stellte sie wieder, in 
ahnlicher Weise suspendiert, auf 24 Stunden in den Eisschrank. Diesen 
Vorgang fiihrte ich aus, um auf diese Weise die aus den Erythrocyten 
dialysierbaren st6renden Substanzen (Zucker usw.) zu entfernen. Dann 
wurden die Erythrocyten neuerdings abzentrifugiert und mit dem halben 
Volumen Wasser und dem gleichen Volumen Ather hamolysiert. Nach 
Austreiben des Athers kristallisierte das Hiamoglobin durch starkes Ab- 
kiihlen aus. Den Kristallbrei lé6ste ich dann in destilliertem Wasser. Die 
Konzentration der fertigen Lésung bestimmte ich auf spektrophotometri- 
schem Wege. Aus dieser Lésung fertigte ich dann die zu meinen Unter- 
suchungen n6étigen, verschiedenen Verdiinnungen an. Auch auf das Reinigen 
der Hefe legte ich groBes Gewicht. Von der verwendeten, gew6ohnlichen 
Bierhefe verfertigte ich eine Suspension und wusch diese mit Hilfe der 
Zentrifuge dreimal mit physiol. Kochsalzl6sung aus. Die Konzentration 
der so gewonnenen Hefesuspension bestimmte ich, indem ich einen Teil der 
das Ausgangsmaterial meiner Versuche bildenden Suspension im Vakuum- 
exsikkator eindampfte, dann bis zur Gewichtskonstanz trocknete und aus 
dem erhaltenen Gewicht die Menge der Trockensubstanz der Suspension 
berechnete. 


Der Vorgang meiner Versuche zur Messung des Sauerstoffverbrauchs 
war folgender: Zuerst schiittelte ich die Hamoglobin-Stammlésung in 
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tabelle. 
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Ver- 2202 
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Zeit- 
dauer 
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O»- 
Ver- 
brau- 
ches 


is 
5 
z 


100 cem Hefe 
Himoglobin- 
Hefemischung 
enthalt in 
100 ccm Hefe 
100 cem Hefe 


~ 


Hamoglobin- 


mg Min. Min. Min. 


Hamoglobinlosung 


10,6 1596 17 212.8 17,1 266,90 16,7 

118 1500 18 200,90 17,8 250.0 16,5 

108 1428 1% 190.6 16,6 238,2 17,7 

115 1470 16 196,0 17,8 245,0 17,8 

96 1674 16 ; 219,2 16,0 274.0 17,6 

10.7 1644 16 219,2 9 16,8, 274,0 17,6 
0 Hamoglobinlosung 
. 18,2 || 177.0 ||28 | 22. 236.0 220 295.0 14 222 
) 17,6 | 147.0 27 | 22.0) 196.0 | 2 22,2 2450 16 220 2940 13 223 
; 17,0 1644 | 22 21.9 || 219,2 22.4 2740 18 | 22,0) 3288 | 111/, 21,8 
5 177.0 338 20.0 236.0 g| 22,0 295.0 | 18 222) 3540 15 22,0 
) 150,0 , 361, 20.8 200.0 9| 22,2 259,0 | 201, 22,2 | 300,0 | 171/,| 21,8 
) 147.0 46 7 =6196,0 21,5 || 245.0 20 | 22, 294.0 | 21 22,9 
: 164.4 37 20, 219,2 21,0} 274,0 | 20 | 22,0) 38288 117 | 21,9 
( 159.6 52 8 212.8 21.4 2660 191, 220 3192 161), 21,7 
) 150.0 62 p 200,0 21,0 259.0 | 32 22,0) 3000 26 22.0 
: 1644 59 2 || 219,2 20,8 274.0 | 28 22,0 | 328.8 | 3 21,8 
n 159.6 74 D, 212.8 20.4 266.0 | 34 21,5 || 319,2 | 28 21,9 
) 150,0 || 82 ), 200.0 /,, 20,0 250.0 | 36 220) 3090 30 21,9 
, 147.0 73 : 196.0 20,55 2450 34 22.0) 2940 23 | 21,9 
; 164.4 76 2 2192 145 295 2740 | 84 220)! 3288 | 28 | 220 


einem offenen Gefa8 10 Minuten lang, damit sie sich entsprechend der 
partiellen Sauerstofftension mit Sauerstoff sittige. Dasselbe Vorgehen 
hielt ich auch bei den als Verdiinnungsfliissigkeiten dienenden Kochsalz- 
lésungen ein. Dann beschickte ich einen 100 cem fassenden MeBkolben 
mit der entsprechenden und schon vorbereiteten Menge Himoglobin 
und Hefe und fiillte bis zur Marke mit physiologischer Kochsalzlésung 
auf. Zur Bestimmung der Zeit, in welcher die Hefe das Oxyhamoglobin 
in reduziertes Himoglobin umwandelt, verschloB ich einen Teil dieser 
Mischung luftdicht in einer Beobachtungsréhre, welche bei dem Spektro- 
photometer von Konig, Martins und Griinbaum verwendet wird. Ich 
benutzte Réhren von verschiedener Lange und legte verschieden dicke 
Glasklétze in das Lumen ein, um in den Verhiltnissen entsprechenden 
Schichtdicken die Untersuchungen auszufiihren. Die Schichtdicke 
anderte ich den wechselnden Konzentrationen des Hamoglobins ent- 
sprechend von 1 bis 100mm. Den Sauerstoffverbrauch der Hefe be- 
rechnete ich folgendermaBen: Bekannt ist die Menge des Oxyhémoglobins 
in 100 cem der Lésung, woraus die durch das Hamoglobin chemisch 
gebundene Menge des Sauerstoffs berechnet werden kann, da 1 g Oxy- 
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himoglobin 1,34 ccm Sauerstoff entspricht. Aus dem Barometerstand, 
der Temperatur und dem Absorptionskoeffizienten des Sauerstoffs 
konnen wir den physikalisch absorbierten Sauerstoff berechnen. Die 
Summe der beiden ergibt die fiir die Hefe in der Mischung zur Verfiigung 
stehende Sauerstoffmenge. Da die Menge der Hefe und die Zeit, in 
welcher sie das Oxyhimoglobin reduziert (also in welcher der zur Ver- 
fiigung stehende Sauerstoff verzehrt wird), bekannt waren, konnte ich 
berechnen, wieviel cmm Sauerstoff von 1 mg Hefe in einer Stunde ver- 
zehrt werden (QuQ,). Die Konzentration der untersuchten Himoglobin- 
losungen war 0,005 bis 2,0°,. AuBerdem veranderte ich auch die Konzen- 
tration der Hefe bei konstanter Hamoglobinkonzentration. 


Ergebnisse der Versuche. 


Die Ergebnisse der Versuche sind in der Tabelle zusammen- 
gefaBt. Im ersten Teil der Tabelle befinden sich jene Versuche, bei 
welchen stark verdiinnte (0,005 °ige) Hamoglobinlésungen verwendet 
wurden. Bei einer solehen Verdiinnung kann die chemisch gebundene 
Sauerstoffmenge neben der physikalisch absorbierten beinahe ganz 
vernachlassigt werden. Das Haimoglobin wirkt hier eher als Indikator, 
der den vollsténdigen Verbrauch des vorhandenen Sauerstoffs anzeigt. 

Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, daB sich bei Anderung der 
Reduktionszeit auch der QuO, verandert. Wie aus der Tabelle hervorgeht, 
erreichte ich diese Anderung der Reduktionszeit dadurch, daB ich die 
Konzentration der Hefe anderte, die ibrigen Faktoren (Haimoglobin- 
konzentration, Barometerstand, Temperatur) hingegen unverandert 
beibehielt. Wenn bei gleichen Versuchsverhaltnissen die Konzentration 
der Hefe ansteigt, so verbraucht die gréBere Hefemenge die gleiche 
Menge Sauerstoff in kiirzerer Zeit, die Zeitdauer des Versuchs verkiirzt 
sich also. Aus der Tabelle ist ferner ersichtlich, daB sich die bei ver- 
schiedenen Versuchszeiten bestimmten QuO,-Werte so verhalten, daB 
bei Abkiirzung der Versuchszeit die QuO,-Werte ansteigen. Dieses 
Ansteigen ist aber nur eine bestimmte Zeit hindurch zu beobachten, denn 
sobald die Versuchszeit 11 bis 12 Minuten oder weniger betragt, so 
bleibt der QuO, unverandert, und sein durchschnittlicher Wert ist 17. 

Versuche mit konzentrierteren Oxyhaimoglobinlésungen ergaben 
aéhnliche Resultate, wie aus dem zweiten Teil der Tabelle hervorgeht. 
Kine Abweichung ist aber insofern vorhanden, daB sich bei Hiimoglobin- 
konzentration von 0,5 bis 1% die QuO,-Werte, welche bei kiirzerer 
Versuchszeit als 20 bis 25 Minuten bestimmt wurden, bei Variieren der 
Versuchszeit nicht indern. Dagegen fand ich, daB wie bei den verdiinnten 
Hamoglobinlésungen die bei Jangeren Versuchszeiten bestimmten 
Qu O,-Werte von der Versuchszeit abhangig sind, da mit Verkiirzung der 
Versuchszeit der QuO,-Wert ansteigt. Bei 1 bis 2% igen Haimoglobin- 
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lésungen ist diese Versuchszeit noch héher, némlich 30 bis 35 Minuten. 
Der Durchschnittswert des QuQ, innerhalb dieser Versuchszeit betragt 
22. Er ist also héher, als bei diinnen Himoglobinlésungen gefunden 
wurde. 

Die Tatsache, daB die QuO,-Werte von der Versuchszeit abhangig 
sind, wird durch den Verlauf der Versuche erklart. Die in einem ge- 
schlossenen System atmende Hefe verbraucht nimlich stufenweise den 
eingeschlossenen Sauerstoff, dessen Tension in der Fliissigkeit wahrend 
dieser Zeit bis auf Null sinkt. Demnach geht die Atmung der Hefezelle 
bei einer st’indig abnehmenden und mit Vorriicken des Versuchs einer 
sehr niedrigen Sauerstofftension vor sich. Das Fehlen des Sauerstoffs 
wirkt lihmend auf die Atmung der Hefe. Wenn ich eine solche Mischung 
von Hiimoglobinlésung mit Hefe nach Reduktion des Hamoglobins 
noch weitere 3 Stunden abgeschlossen hielt und nach Offnen mit Luft 
schiittelte, konnte ich beobachten, daB eine weitere Atmung, d. h. 
Oxyhimoglobinreduktion nicht nachweisbar war. Daraus folgt also, daB 
bei langerer Zeitdauer des Versuchs die Hefezelle linger der schadlichen 
Wirkung der niedrigen Sauerstofftension ausgesetzt ist und somit ihr 
Verbrauch an Sauerstoff, d. h. ihr QuO, abnimmt. Je kiirzer die Zeit- 
dauer des Versuchs ist, um so weniger ist die Hefe der durch Sauerstoff- 
armut ausgeiibten schédlichen Wirkung ausgesetzt; somit steigt der 
QuO, an. Wenn aber die Versuchszeit noch kiirzer wird (bei diinneren 
Hamoglobinlésungen 11 bis 12, bei 0,5 bis 1° igen 20 bis 25, bei 1 bis 
2° igen 30 bis 35 Minuten), kann die Wirkung dieser Schédigung ver- 
nachlassigt werden und der QuO,-Wert bleibt konstant. Wenn dies der 
Fall ist, so muB man die QuO,-Werte als richtig annehmen. Dieser 
Quotient betragt somit im Falle diinner Hamoglobinlésungen 17, bei kon- 
zentrierten 22. Meyerhof (|. c.) erhielt mit dem Apparat von Warburg den 
ziemlich konstanten Wert von 10. Die von mir gefundenen Werte sind 
also héher. Dies kann man vielleicht dadurch erklaren, daB bei meiner 
Versuchseinrichtung die Atmung in Gegenwart von Oxyhamoglobin, 
also einem energischen Sauerstoffiibertrager vor sich geht. 

Die hier mitgeteilte Versuchseinrichtung ist zur Verfolgung des 
Sauerstoffverbrauchs der Hefe geeignet. Es muB aber in Betracht ge- 
zogen werden, daB die Konzentration der bei den Versuchen mit- 
wirkenden Zellen so zu wahlen ist, daB die Dauer der Versuche nicht 
langer ist, als oben erwaéhnt, denn nur so werden richtige QuO,-Werte 
erhalten. 


Diese Arbeit wurde unter Leitung des Herrn Dozenten Dr. 7. Asz6di 
ausgefiihrt. 











Weitere Untersuchungen iiber die optische Aktivitit des Himo- 
globins und einiger Hamoglobinderivate mit besonderer Be- 
riicksichtigung ihres Schwefelgehalts. 

Von 
Stefan Simonovits und Georg Balassa. 

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1935.) 


Vor einigen Jahren teilte St. Simonovits! Untersuchungen. iiber 
die optische Aktivitaét des Hamoglobins mit. Da diese Versuche einer- 
seits einige systematische Fehler aufwiesen, anderscits aber eine Er- 
ginzung von neuen Gesichtspunkten aus benétigten, erschien es uns 
wiinschenswert, die mitgeteilten Ergebnisse zu berichtigen und die 
entsprechenden Erganzungen  beizufiigen. Unsere diesbeziiglichen 
Untersuchungen sollen weiter unten besprochen werden. 


Versuchsmethodik. 


Das Hamoglobin wurde nach Wellstdtter und Pollinger? aus Blut von 
Pferden dargestellt. Bei der Darstellung des Rinderhamoglobins muSten 
wir die Hamolyse auch jetzt durch Ather + destilliertes Wasser durch- 
fiihren. Das aus verschiedenen Tierindividuen stammende Blut wurde im 
Schlachthof ohne Auswahl, aber gesondert aufgefangen und auch im weiteren 
so verarbeitet, da8 zu den Untersuchungen niemals vereinigtes Blut bzw. 
Hamoglobin verschiedener Tierindividuen beniitzt wurde. Da wir vor- 
wiegend nur einmal kristallisiertes Hamoglobin polarisierten, legten wir 
groBes Gewicht auf die Reinheit der untersuchten Prapyrate. So wurden 
bei Pferden die roten Blutkérperchen mindestens viermal, bei Rindern aber 
fiinfmal gewaschen, bis sich das Waschwasser fast vollig eiweifbfrei gegen 
Sulfosalicylsiure erwies. Das CO-Hiamoglobin wurde aus den fertigen 
Oxvhaimoglobinlésungen knapp vor der Polarisation durch etwa _ viertel- 
stiindiges Durchleiten des CO-Gases bereitet. Das CO-Gas gewannen wir 
durch langsames Eintropfenlassen einer 85°,'gen Ameisensdurelésung in 
konz. Schwefelsiure. Das entweichende Gas lieBen wir durch eine NaOH 
Lésung, und erst dann durch die Farbstofflésung perlen. Die Konzentration 
der Hamoglobinlosung wurde wie vorher auf Grund des Trockensubstanz- 
gehalts des Kristallkuchens berechnet. 

Die Schwefelbestimmungen fithrten wir nach der von Z. Asz6di*® fii 
Hamoglobinschwefelbestimmungen modifizierten Newmann-Meinertzschen' 
Methode durch. Bei der Wahl der Methode leitete uns die Absicht, die 
Ergebnisse von Valér®, Kaiser® und Timar? iiber die Verschiedenheiten des 
Schwefelgehalts des Pferdehaimoglobins auch mit einer gravimetrischen 
Methode zu_ iiberpriifen. 


' Diese Zeitschr. 233, 449, 1931. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 13), 
281, 1923. — * Diese Zeitschr. 252, 387, 1932. — 4 Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 43, 37, 1904. — ® Diese Zeitschr. 19), 444, 1927. — ® Ebenda 
192, 58, 1928. — 7 Ebenda 202, 365, 1928. 
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Das Polarimeter und die Heizeinrichtung blieben dieselben, mit denen 
die schon mitgeteilten Versuche durchgefiihrt wurden (l.¢.). Als Licht- 
quelle diente auch jetzt eine Nernst-Lampe, da sich die Intensitat der neuen 
von der Firma Osram verfertigten Cadmiumlampe fiir unseren Zweck als 
ungeniigend erwies. Wir wechselten das Strahlenfilter, um dadurech einen 
engeren Teil des Spektrums abtrennen zu kénnen. So diente als Filter fiir 
die meisten Versuche eine Glasplatte von Schott und Gen. in Jena mit der 
Bezeichnung ,,F. 20702 RG, und der Angabe, da®B ihre Durchlassigkeit 
fiir Licht von 281 bis 578 my 0,00, fiir die Wellenlange von 644 mu. 0,92, fiir 
das Gebiet das rotwarts von 700 mu weit iber das rote Ende des sichtbaren 
Spektrums reicht, 0,98 betragt. Zu der Bestimmung der spezifischen Drehung 
des Pferde-Oxyhaimoglobins bei einer Wellenlange von 678 mu diente als 
Filter eine Platte mit der Bezeichnung ,,2702 RG 5°‘ und der Angabe, dab 
ihre Durchlassigkeit bis 578 mu 0,00, fiir die Wellenlange von 644 my. 0,02, 
von 700 mu 0,96, fiir das Gebiet das von dieser Wellenlange rotwarts liegt, 
0,98 betragt. 

Bei der Ermittlung des optischen Schwerpunkts sind folgende Umstand« 
zu beachten: Ist eine optisch aktive Substanz unter ganz konstanten Ver- 
suchsbedingungen gehalten, so wird sie das Licht jeder Wellenlinge um 
einen ganz bestimmten, nur von der Wellenlange abhangenden Winkel 
drehen. Beleuchtet man den Apparat mit gemischtem Licht von den 
Wellenlangen /, bis 7,, dann wird diesem gemischten Licht der Drehungs- 
winkel /, entsprechen. Den namlichen Drehungswinkel /}) wird man aber 
auch erhalten kénnen, wenn man als Lichtquelle vollkommen homogenes 
Licht von einer gewissen Wellenlange /, verwendet. Man sagt daher, 
/ ist fiir polarimetrische Messungen der optische Schwerpunkt des ge- 
mischten Lichtes von den Wellenlangen 7, bis /,, d.h. arbeitet man mit 
diesem gemischten Licht, so bekommt man Drehungen, die in Wirklichkeit 
der Wellenlange /, entsprechen. Der optische Schwerpunkt ist einzig und 
allein von den Wellenlaingen und deren Intensitatsverteilung in der Licht- 
quelle abhangig. Ist die Intensitat eine beliebige Funktion der Wellen- 
lange 7, was durch 7 f(7) bezeichnet werden mége, so ist der optische 
Schwerpunkt 
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Polarisiert man farblose Substanzen, in einem durch Strahlenfilter ge- 
reinigten, gemischten Licht, so wird der optische Schwerpunkt allein durch 
die Lichtquelle und das beniitzte Strahlenfilter bestimmt. Ist die drehende 
Substanz gefarbt, so wie es bei unseren Versuchen der Fall war, so wird ihr 
ein gewisses Absorptionsspektrum zukommen. Sie wird daher die Zu- 
sammensetzung des gemischten Lichtes verandern. So andert sich der 
optische Schwerpunkt von Substanz zu Substanz (z. B. Oxyhamoglobin, 
CO-Hamoglobin, reduziertes Hamoglobin), von Konzentration zu Kon- 
zentration. Sollen die an versehiedenen Substanzen, an verschiedenen 
Konzentrationen durchgefiihrten Beobachtungen miteinander vergleichbar 
sein, so miissen die optischen Schwerpunkte bestimmt bzw. konstant er- 
halten werden. Den optischen Schwerpunkt des durch die Nernst-Lampe 
erzeugten, durch die farbige Glasplatte und dann durch die Hamoglobin- 
lésung hindurch filtrierten Lichtes berechneten wir aus der Drehung, die 
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eine Rohrzuckerlésung von bekannter Konzentration hervorruft. Da die 
Farbstofflosung meist in einer 2dm langen Beobachtungsréhre polarisiert 
wurde, konnten wir den optischen Schwerpunkt des so filtrierten Lichtes 
nicht direkt bestimmen, da wegen der Konstruktion des Lippichschen 
Apparats es unmoglich war, die Zuckerlésung hinter die Hamoglobinlésung 
einzulegen. Doch wissen wir aus den Untersuchungen von JV. Zilzer', dais 
der Extinktionskoeffizient, also die Absorption, der Hamoglobinlésungen 
unverandert bleibt, wenn die Konzentration und Schichtdicke gleich stark, 
jedoch in entgegengesetztem Sinne abgeandert werden. Auf Grund dieser 
Versuche bereiteten wir fiir jedes Praparat eine entsprechend konzentrierte 
Hamoglobinlésung und fiillten sie in die fiir Aufnahme des Strahlenfilters 
dienende 3cm lange Réhre. (So diente bei Oxvhaimoglobinlésung, die in 
einer _Konzentration von 1°, in einer 2 dm langen Rohre polarisiert wurde, 
als Strahlenfilter eine 6- bis 7°,ige Farbstofflésung. Da Oxyhamoglobin 
in destilliertem Wasser nur ungeniigend léslich ist, lésten wir die zur Licht 
filtration dienende Probe in 0,1 °,ige NaHCO,.) So konnten wir die Drehung 
der Rohrzuckerl6sung in demselben Lichte bestimmen, in welchem dclie 
Hamoglobinlésungen untersucht waren. In beiden Fallen muSte namlich 
das ins Auge gelangende Licht gleich viel Hamoglobinmolekiile passieren. 
Der Strahlenfilter wurde nur bei der Bestimmung des Nullpunktes und des 
optischen Schwerpunktes in das der Lichtquelle zugewendete Ende des 
Instruments eingeleg.. Auf diese Weise konnten wir auch den Nullpunkt in 
demselben Strahlenbereich bestimmen, in dem die spezifische Drehung der 
Losung bestimmt wurde. Bei jeder Farbstoffl6sung fiihrten wir in der Rege! 
sechs bis acht Ablesungen aus. Der Halbschattenwinkel war be' diesen 
Untersuchungen niemals gr6éBer als 10°. 


Versuchsergebnisse. 
I. Pierde-oxry- und CO-Hdmoglobin. 
a) Optische Aktivitat und Schwefelgehalt. 

Aus den Untersuchungen von EZ. Keve? ist bekannt, daB bei Losungen 
von imkristallisierttem Oxyhaimoglobin die Hiifnerschen Quotienten um 
so gréBere Werte annehmen, je 6fter man umkristallisiert, ferner, ,,daB 
die an der ersten Kristallisation erhaltenen spezifischen Extinktions- 
koeffizienten allein richtig sind‘‘. Aus den friiheren Bestimmungen von 
St. Simonovits (1. ec.) geht hervor, daB die spezifische Drehung des Hamo- 
globins ,,nach MaBgabe der wiederholten Umkristallisierung abnimmt“. 
Im Gegensatz dazu geht aus den chemischen Analysen hervor, daB das 
nach unserer Methode erhaltene einmal kristallisierte Hamoglobin 
chemisch rein ist. Timér (1. c.) erhielt nimlich an einem sowohl einmal 
als auch sechsmal kristallisierten Praparat denselben S- und Fe-Gehalt 
(Préparat XV). Unsere Analysen, die mit einmal und fiinf- bzw. sieben- 
mal kristallisierten Hamoglobinen durchgefiihrt wurden, lieferten gleiche 
Werte fiir den S-Gehalt (Tabelle II). Die teils an unseren Praparaten 
erhaltenen und noch nicht veréffentlichten Amino-N-Bestimmungen von 
Gergely bestatigen, daB die Ergebnisse der Analysen sich durch das Um- 


' Dese Zeitschr. 179, 348, 1926. — ? Ebenda 201, 439, 1928. 





fers 
> in 
“de, 
bin 
ht 

ung 
clie 
lich 
ren. 
ce Ss 
des 
t in 
der 
egel 


‘sen 


en 
| um 
dah 
ons- 
von 
,mo- 
mt**. 
} das 
obin 
nmal 
shalt 
‘ben- 
piche 
aten 
) von 
Um- 


Untersuchungen tiber die optische Aktivitat des Hamoglobins usw. 189 


kristallisieren nicht andern. Diesen Befunden widersprechen die An- 
gaben von Poliakow', der erst nach der dritten Kristallisation konstante 
Werte erhielt. Doch waren seine Praparate wahrscheinlich nicht ganz 
rein, da die Fe-Werte hoch tiber den allgemein anerkannten Daten der 
Literatur liegen. Da sich die optischen Konstanten des Hamoglobins mit 
dem Umkristallisieren verandern, die chemische Zusammensetzung des 
Praparats hingegen unverandert bleibt, /iihrten wir unsere Bestimmungen 
meist nur an einmal kristallisierten Praiparaten durch. 

Die aus dem noch feuchten Kristallkuchen abgewogene Probe, wie 
sie nach der Alkoholmethode gewonnen wird, wurde in dest. Wasser 
gelést und nach zwei- bis vierstiindigem Stehenlassen einerseits als 
Oxyhaémoglobin, anderseits nach Sattigung mit CO, als CO-Hamoglobin 
in einer 2-dm-Réhre untersucht. Der abgelesene Winkel betrug 0,19 
bis 0,33°. 

Nach den ersten Versuchen war es klar, daB die spezifische Drehung 
des Oxyhamoglobins und C O-Hamoglobins recht verschieden ist. Da sich 
auch in den optischen Schwerpunkten groBe Differenzen ergaben, 
tauchte die Frage auf, ob diese Differenzen als Funktionen der Rotations- 
dispersion aufzufagsen seien, oder ob der Grund fiir dieses Verhalten in 
den chemischen bzw. physikalischen Verschiedenheiten der untersuchten 
Praparate liege. Um das entscheiden zu kénnen, war es nétig, die spezi- 
fische Drehung des Oxyhamoglobins bei zwei verschiedenen Wellenlaingen 
zu bestimmen, was nach der Landoltschen Methode durch Gebrauch von 
zwei Strahlenfiltern erfolgte. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in 
Tabelle I wiedergegeben. Die Praparate sind nach ihrem S-Gehalt, die 
einzelnen Lésungen nach ihrer Konzentration zusammengestellt. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daB die spezifische Drehung des 
Haimoglobins sehr groBen Schwankungen unterliegt. So erschien es uns 
als nicht berechtigt, aus den Gesamtmittelwerten dieser Ergebnisse auf 
einen etwaigen Zusammenhang zwischen optischer Aktivitaét und 
Schwefelgehalt zu folgern. Im Gegensatz dazu stimmt die spezifische 
Drehung des CO-Hiamoglobins nicht nur an den Mittelwerten, sondern 
auch an einzelnen Lésungen gut iiberein. Diese Ergebnisse zeigen, daB 
die Pferde-CO-Hdmoglobine verschiedener Tierindividuen sowohl in 
threm S-Gehalt, als auch in ihrer spezifischen Drehung in zwei Gruppen 
zerfallen. Die Praparate mit 0.49%, S-Gehalt ergaben namlich eine 
spezifische Drehung im Mittel von [a]j.° + 12,3° (mittlerer Fehler 

0,1), die mit 0,43°, S-Gehalt aber eine Drehung von {x]?°, = + 11,6° 
(mittlerer Fehler — 0,1). 

St. Schénberger? tiihrte vor einigen Jahren in unserem Institut refrakto 
metrische Untersuchungen an Hamoglobinen dureh. Er ging nicht auf die 
Tatsache ein, daB die Refraktionskonstanten des Pferdeoxyhimoglobins i 
zwei scharf abgegrenzte Gruppen zerfallen. Die dritte bzw. vierte Kristallisation 


! Diese Zeitschr. 204, 88, 1929. — 2 Ebenda 267, 57, 1933. 
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der Praparate V, VII, XI der Tabelle II (siehe die Arbeit von Schénberger ' 
zeigen einen Wert fiir 10° .a@ von im Mittel 191, der Praiparate VI, LX, XII! 
aber einen Wert von 198. Wegen Substanzmangels konnten wir nur an 
Priparat VII und LX je zwei Schwefelbestimmungen durchfiihren. Die 
Analysen wiesen entgegen unserer Erwartung keinen Unterschied im Schwefe} 
werte auf. Sie lieferten im Mittel 0,42°, S. Doch geniigen die zur Ver 
fiigung stehenden Daten nicht, um diesbeziiglich einen endgiiltigen Ent- 
scheid zu gestatten. 


Interpolieren wir die spezifischen Drehungen des CO-Hamoglobins der 
Tabelle I nach ihren Wellenlangen zwischen die des Oxyhimoglobins, so 
ist zu ersehen, daB die an CO-Hdmoglobin erhaltenen Werte niedriger 
ausfallen. Doch ist zu bemerken, daB das spezifische Drehungsvermigen 


Tabelle I. Pierde-oxy-undCO-Himoglobin, in destilliertem Wasse: 


gelést. 


Erste Kristallisation. Polarisiert in 2-dm-Réhren. Temperatur 20 + 1° C, 





Konzen- a“ zifisches Dre paaqererentge n 
tration der 
Lisung Oxyhimoglobin C O-Himoglobin 


A = 668 +3 mu 0 


Priiparat Schwefelgehalt 


Nr. 0 A 656+4mu 2 676 + 2 mu 


Vill 1.07 8 2, oe 
1,01 
1,01 
1,07 
1,05 
1,05 
1,02 
1,01 
1.00 


pat ek ee 

bo bo be 
bo 
or 


0.50 | 
0.48 0.49 
0.48 | 


0,495 | 
(0,386) } 0,59 
0,50 | 


1,06 8 123 | 0.48 | 
1.04 3.1 ' 13, 10.4 0.48 | 048 
1.01 3. 12.2 0,47 | 
1,01 , 5, 0,50 | 
0.99 5, 3. 0.59 0.50 
0.95 5.6 fe 0,49 

0.50 

0,50 

0.47 

0.93 5. 3, 7 0,51 | 
0.90 aa 0, ) ot 9° 0,49 0,49 
0,87 2.1) | 0.46 

0,96 2: 0,53 | 
0,938 : 2.0) 4% is 3 0,51 ‘0,50 
0.92 84 4* , 2, 0.46 | 
0,48 


0.46 
0,46 


ee ee 
—o— 
~100 © bose 


Lo fo bo 


bo 


Gesamtmittel: , 2, 12.3 0.492 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 267, 57, 1933. 





gen 


0,492 


Untersuchungen tiber die optische Aktivitat des Hamoglobins usw. 191 


Tabelle IL (Fortsetzung). 





Konzen- Spezifisches Drehungsvermégen 
tration der : ae. ae 
Liésung Oxyhamoglobin C O-Hamoglobin 
A = 668 +3 mu 


Priparat Schwefelgehalt 


Nr. %% A= 656+4mu | 4 = 676>2myu 


0.43 

0,46 | 
0,42 | 0,42 
0,41 

0.40 


0,45 
0,42 
0,45 | 
0,41 
0.43 
0,41 
0,42 | 
0.41 
0.42 
0,46 
0,42 
0.44 
16,3 | 2,4 ‘ 0.45 
16,5 ' 16,5 R 3, F 6 0,42 
16,6 2.8 0 0.46 
0.44 
0.46 
0.44 


Gesamtmitiel: | 144 116 0432 


VI 2% + 14 


2 
15,1 


laac 
| 14,7 


0,43 


0,42 


des Oxyhaimoglobins mit der Abnahme der Konzentration sinkt (Pré- 
parat XIV, XV, XVII). So besteht die Méglichkeit, daB mit gréBerer 
Verdiinnung auch die Drehung des Oxyhimoglobins einen konstanten 
Grenzwert annimmt und daB bei dieser Konzentration die spezifische 
Drehung des Oxy- und CO-Hamoglobins identische Werte liefert. Das 
Verhalten der Priparate XI, XII, XIII ist merkwiirdig, bei denen aus 
unbekannten Griinden die Lésungen noch nach zweistiindigem Stehen 
trib waren, gegeniiber den anderen, bei denen die Lésung des Hamo- 
globins nach etwa 10 Minuten beendet war. Die triiben Lésungen wurden 
nach Zentrifugieren polarisiert. (Das am Boden der Zentrifugenréhren 
haftende Himoglobin hatte ein Trockengewicht von einigen mg.) Die 
an diesen Préparaten erhaltenen spezifischen Drehungen des Oxy- 
hamoglobins fielen etwas tief aus (EinfluB des kolloidalen Zustandes ?), 
wahrend die des CO-Himoglobins auch bei diesen Praéparaten keine 
ausfallenden Werte ergaben. Wieder ein Befund, der die groBe Stabilitat 
des CO-H moglobins gegeniiber Oxyhémoglobin beweist. 

Die optische Aktivitat des Oxy- und CO-Hamoglobins wurde nur von 


Gamgee und Hill! vor mehr als 30 Jahren bestimmt. Sie bekamen fiir die 


1 Hofmeisters Beitr. 4, 1, 1904. 
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beiden Substanzen identische Werte und zwar: + 10°. Da aber der optisc! 
Schwerpunkt der Strahlen, in denen die Bestimmungen durchgetfiihrt waren 
nicht ermitteit wurde, sind die von Gamgee und Hill erhaltenen Werte m 
unseren nicht zu vergleichen. 

Die Daten der Tabelle I zeigen noch, daB, wenn man Hamoglobin von 
verschiedenen Pferden ohne Auswahl, wie sie eben dem Schlachthof 
geliefert zu werden pflegen, auf S-Gehalt untersucht, man ungefali 
in der einen Halfte der alle Werte von 0,49 °, S, in der anderen Halft: 
aber Werte von 0,43°% S erhalt. Dak diese Verschiedenheiten nicht 
als Versuchsfehler aufzufassen sind, folgt aus der EKinrichtung der Ver 
suche. Die Schwefelbestimmungen wurden naémlich so durchgefiihrt, dat} 
in derselben Versuchsreihe Himoglobine verschiedener 'Tierindividuen 


zur Analyse kamen. Da nun mehrere Versuchsreihen dieselben Differenzen 


aufwiesen, kénnen wir als festgestellt erachten, da zwei verschiedene 
Arten von Pferdehimoglobin existieren. So konnten wir die Ergebniss« 
von J. Valér (1. c.), EB. Kaiser (1. ¢.) und EF. Timar (1. ¢.) in dem Sinne 
bestatigen, daB die Pferde nach ihren Hamoglobinen in zwei Gruppen 
zerfallen. Doch liegen die von uns erhaltenen Schwefelwerte erheblich 
tiefer, als die von den oben genannten Autoren, die 0,57 °% bzw. 047°, 8 
fanden, wahrend wir 0,49°% bzw. 043°, S nachwiesen. Zur ki 
klarung dieser Differenzen sind noch weitere Untersuchungen not 
wendig. Doch kénnen wir schon jetzt feststellen, daB der Unterschied 
darin zu suchen sein dirfte, daB wir mit einer oxydativ-gravimetrischen 
Methode arbeiteten, die genannten Autoren hingegen mit einer Hy 
drierungsmethode nach H. ter Meulen'. Letztgenannte Methode liefert. 
wie es schon von ter Meulen betont wurde (I. ¢. 8S. 31) bei der Analyse 
schwefelarmer Substanzen etwas zu hoch liegende Werte. Vergleichen 
wir unsere Daten mit denen in der Literatur, so finden wir, dai 
unseren Werten die von Jiitt?, Schulz? und Abderhalden * erhaltenen am 
nachsten liegen. Die genannten Forscher arbeiteten ebenso wie wir mit 
einer oxydativ-gravimetrischen Methode. Hingegen zeigt der S-Gehalt 
des Pferdehémoglobins bei anderen Autoren wie Kossel °, Otto ®, Biicheler *. 
Zinoffsky® und Vickery und White® weit abweichende Werte. 
Errechnen wir das Mindest- Molekulargewicht™ aus den_ besten 
Eisenwerten der Literatur (0,335) und aus den von uns er. 


1 Neue Methoden der organisch-chemischen Analyse. Leipzig 1927. 
— * Diese Zeitschr. 25, 128, 1895. — * Ze.tschr. f. physiol. Chem. 24, 449 
1898. — * Diese Zeitschr. 37, 484, 1903. — ° Zeitschr. f. physiol. Chem 
2, 149, 1878. — ® Pfliigers Arch. 31, 240, 1883. — * Jahresber. iiber d 
Fortschr. d. Tierchem. 14, 111, 1884. — 8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 19, 
16, 1886. — ® Proc. Soe. exper. Biol. and Med. 31, 6, 1933. — 1! Bei de: 
Errechnung des Mindest-Molekulargewichts suchen wir das Molekulat 
gewicht, in dem das Eisen und der Schwefel im Verhaltnis ihrer Atom- 
gewichte bzw. im Verhaltnis der ganzzahligen Multipla ihrer Atom zewicht 
zu finden sind. 
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haltenen Schwefelwerten, so ergeben sich als Mindest-Molekular- 
gewichte : 


aus Eisen —_—. = 16700, (I 
0,335 ) 


32. 100 
0,492 — 


aus Schwefel = 6503 (LI) 


32. 100 ee 
aus Schwefel 0.432 7406. (111) 

Suchen wir das kleinste gemeinsame Vielfache der aus Eisen und 
Schwefel berechneten Mindest-Molekulargewichte, so ergibt sich aus 
den Gleichungen I und II ein Molekulargewicht von 33000 (Mittel aus 
33400 und 32500) bzw. aus Gleichungen I und III 66800 (Mittel aus 
66800 und 66700). 

Da die Errechnung solcher Riesenmolekiile, in dener’ auf 2 Atomé 
Kisen 5 Atome Schwefel, also Fe,S; bzw. auf 4 Atome Eisen 9 Atome 
Schwefel, also Fe,S, entfallen, berechtigt ist, folgt aus den neueren Mole- 
kulargewichtsbestimmungen. So berechneten das Molekulargewicht G.S. 
Adair* aus dem osmotischen Druck mit 66 800, Svedberg? aus Sedimentations- 
geschwindigkeit mit 68 000, Northrop und Anson® aus der Diffusions- 
geschwindigkeit mit 68500, Laporta* aus Messungen der Oberflaichen- 
spannung in Abhangigkeit von Verdiinnung mit 68700, und schlieBlich 
Wuund Yang ® ebenfalls aus dem osmotischen Druck mit 65000 bis 69000. 

b) Einflu8 des Umkristallisierens. 

Aus den oben erwihnten Untersuchungen von &£. Keve und 
St. Simonovits geht hervor, daB sich durch das Umkristallisieren sowohl 
die Absorption, wie auch die spezifische Drehung des Oxyhimoglobins 
verandert. Es ist naheliegend, einen kausalen Zusammenhang zwischen 
den beiden Befunden anzunehmen in dem Sinne, daB der durch 
Veranderung der Absorption veranderte optische Schwerpunkt diese 
Differenzen vortauscht. Aus diesem Grunde haben wir Untersuchungen 
durchgefiihrt, in denen neben der spezifischen Drehung auch der 
optische Schwerpunkt bestimmt wurde. Die Daten dieser Versuche sind 
aus Tabelle II zu entnehmen. 

Aus der Tabelle IT geht hervor, daB durch die Umkristallisation dic 
spezifische Drehung des Oxyhimoglobins abnimmt, der optische Schwer- 
punkt der durchgelassenen Strahlen hingegen zunimmt. Ob die zwei 
entgegengerichteten Veranderungen der Rotationsdispersion entsprechen 
oder nicht, ist mit Sicherheit nur in monochromatischem Licht zu 
entscheiden. Vergleichen wir die obigen Daten mit denen, die an einmal 
kristallisiertem Oxyhaémoglobin bei einer Wellenlange von 656 bzw. 
676 mu erhalten werden (Tabelle I), so scheint es, als ob die spezifische 

J. of Physiol. 58, Nr. 6, XXXIV, 1924 usw. — ? Koll. Zeitsehr. 
36, 53, 1925; 51, 10, 1930. — * J. gen. Physiol. 12, 543, 1929. — 4 Arch, 
di Sei. biol. 16, 198, 1931. — ° Chin. J. Physiol. 6, 51, 1932. 
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Tabelle II. Einflu8 der Umkristallisation auf die spezifisc) 
Drehung des Pferdeoxyhamoglobins in destilliertem Wass 
gelést. Polarisiert in 2dm langen Rohren. Temperatur 20 y° 





es Konzentration ‘ = , Schwefel- 
Priaparat Kristalli- der Lisung Spezifische Wellenlinge gehalt 
sation : Drehung i 
Nr. mu 0/5 


16,3 | 16.5 0,42 
16,6 0,46 
0,44 
0.46 
0,44 


XIV + 16,5 655 0.45 | 


0,43 | 

0,46 

0,44 
0.93 5! DD 0.51 | 
0,90 ‘ 5, 0.49 
0.87 : 0.46 


0,443 


0,49 


0,92 

0.85 

O.S2 

0,87 2,6} 673 0.47 
0.86 6 23 0.49 
0,84 3, 0.52 | 


0,49 * 


* Die S-Bestimmungen wurden aus den durch die 7. Kristallisation erhaltenen Priy 
raten ausgefilhrt. 

Drehung des Oxyhémoglobins durch Umkristallisation starker abnimmt, 
als es der Rotationsdispersion entspricht. Aus der Tabelle II ist noch 
zu ersehen, daB sich der Schwefelgehalt der Hamoglobine durch die Um 


kristallisation nicht dndert. 


ce) EinfluB der Konzentration. 


Da Oxyhamoglobin in dest. Wasser nicht geniigend léslich ist, 
um den EinfluB der Konzentration zu untersuchen, so waren die vorher 
mitgeteilten spezifischen Drehungen in ammoniakalischen Lésungen 


bestimmt. Seinerzeit wurde schon darauf hingewiesen, daB man dic 
Lésung sofort polarisicren muB, da bald eine Nachdunkelung auftritt, dir 
die Bestimmungen unméglich macht. So wurden die mihsam polarisier- 
baren, konzentrierten Lésungen zuerst untersucht und erst dann die 
verdiinnten. Aus folgenden Griinden aber fiihrten diese Untersuchungen 
zu falschen Resultaten. 1. Die Ursache der erwahnten Nachdunkelung 
ist eine Spaltung des Hamoglobins in Haématin und in linksdrehendes 
Globin. Diese Spaltung ist an den zuletzt polarisierten, verdinntesten 
Lésungen am fortgeschrittensten. Daher liefern sie die kleinsten Werte 
fiir die spezifische Drehung des Oxyhamoglobins. 2. Durch die Anderung 
der Farbe und der Konzentration der Lésungen veranderte sich aucli 
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der optische Schwerpunkt der durchgelassenen Strahlen, in denen die 
Bestimmungen durchgefiihrt wurden. In folgenden Versuchen wurden 
diese systematischen Fehler ausgeschaltet. Als Lésungsmittel wurde 
0.1% NaHCO, gewahlt, das das Hamoglobin nicht spaltet. Das 
Konstantbleiben des optischen Schwerpunkts wurde einerseits durch 
Anderung der Lange der Beobachtungsréhre, anderseits durch Ein- 
schalten einer entsprechenden Hamoglobinlésung vor das Polarimeter 
erzielt. Wegen der groBen Schwankungen, die bei der spezifischen 
Drehung des Oxyhaémoglobins vorkommen, fiihrten wir unsere dies- 
beziiglichen Untersuchungen nur an CO-Haémoglobin durch. Die Er- 
gebnisse dieser Versuche sind in Tabelle III] zusammengestellt. 


Tabelle IIL. Einflu®B der Konzentrationauf diespezifische Drehung 
des Pferde-CO-Hamoglobins in 0,1°, NaHCO, gelést. 


/ 668 mu. Temperatur 20 CC. 





“ay Konzentration re 7 Konzentration “aa 
Praparat der Lésung Spezitische Priparat der Liésung Spezifische 


’ Drehung , Drehung 
Nr. Nr 


XVII 6,74 + 12. XVU 3.70 
6.53 6 0,93 
4.98 b 0.93 
4.94 0.46 
3,73 oe 0.46 


W orto 


_ 





re ee 
IO DO te bo te 


Tabelle III zeigt 1. daB die spezifische Drehung des CO-Hédmoglobins 
(von 0,46 bis 6,74°, untersucht) von der Konzentration der Lisung un- 
abhingig ist. 2. dap man in 0,1°,igen NaHCO,-Lésungen dieselben 
Werte erhalt, wie in wdsserigen (siehe Tabelle I). 


II. Rinder-CO-Hamoglobin. 

Da in der friiheren Arbeit von Simonovits die spezifische Drehung 
des Rinderoxyhémoglobins nur in 0,1 °,igen ammoniakalischen Lésungen 
bestimmt wurde, schien es uns wiinschenswert, diese Ergebnisse nach- 
zuprifen. Aus den oben erwahnten Griinden untersuchten wir nur 
einmal kristallisierte wasserige CO-Hamoglobinlésungen. Die aus den 
Ablesungen (0.13 bis 0,20°) berechneten spezifischen Drehungen, wie 
auch die Ergebnisse der Schwefelbestimmungen sind in der Tabelle IV 
eingetragen. 

Wie aus Tabele IV ersichtlich, ist das spezifische Drehungsvermédgen 
des einmal kristallisierten Rinder-CO-Hdmoglobins, zu etwa 1°, in 
dest. Wasser gelést im Gesamtmittel + 7,92°. Dieser Wert stimmt mit 
den Werten gut tiberein, die an konzentrierten, daher auch zuerst 
polarisierten Lésungen von Simonovits erhalten wurden. Aus diesen 
Versuchen geht hervor, daB die Hdmoglobine verschiedener Ticrarten 
auch in ihren spezifischen Drehungsvermdgen Unterschiede aufweisen. 
Die Schwefelwerte unserer Analysen liegen auch beim Rinde _nie- 


13* 
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Tabelle IV. Rinder-CO-Hamo- Tabelle V. Reduziertes Pferd: 

globin in destilliertem Wasser hamoglobin, in destillierten 
gelodst. Wasser gelost. 

Eerste Kristallisation. Polarisiert in Erste Kristallisation. Polarisiert in 

2-dm-Réhren. Temperatur 20 + 1°C. 5-cm-Rohren. Temperatur 20 + 1° ( 





Spezifische se] f 3 Spezifische Schwefel 

Drehung Schwefel- ; Drehung veh 
gehalt F ‘ 5 gehalt 

= 668 + 3 mu £ 1 662+3maua_ (Mittelwert: 


0 
0 


1.05 8,15'7,44 (0,58) ‘0,485 0,535 
103 6.58 | 0.48 | 0.505 
110 9,18 O51 Lo sis . 0,527 

a d 0.51: X || 0,527 
1.08 8,46 | 8.78 | 0,52 |’ - 0,533 
0,90 8.69 0.525 


1,06 + 7,59 | 0,49 | 507 +29, 0,53 
| ona | 


111 7,98) 0,53 \ 9 xo A 
Lit 7,94'7,54 | O51 [°° : oan) 970 


0.98 6180 0,529 26.5 


Gesamtmittel: 7,92 0,51 XV 0.463 314 | 
0.478 28,9'29.6 
driger, als die von Valér (1. ¢.) und 0,459 28.8] 
Timar (1. c.). Doch liefert auch die . 10.610: 36.7 
O.618 Se,4 3| 39 
3) 


von uns verwendete Methode beim 
Rinde um einige Prozente héhere sei 
Daten, als beim Pferde. Berechnen pr ap 
wir das Mindest- Molekulargewicht 0.525 24. 
aus Kisen und Schwefel, so be- X 0.428 

aie 32.100 0,427 
kommen wireinenWert von —_ 0.418 


» 
[= a ; 0,476 
7) € © a ’ 
6275 .5 31375. Daher ent- 0471 
fallen auf 2 Atome Kisen 5 Atome 0,499 
Schwefel: Fe,S,. 0,465 
| . 01450 306 
Ill. Reduziertes Pferdehdmoglobin. 0.481 98.7 \° 


0.828 27. 


Die etwa 0,1 igen wasserigen Gesamtmittel: 28, 
Hamoglobinlésungen wurden in 
einer 5cm langen Beobachtungsréhre mit einigen Kérnchen von Na, 8,0, 
versetzt, sofort verschlossen und wiederholt energisch geschiittelt, um 
das zugesetzte Salz gleichmaBig zu verteilen. Die Praéparate wurden 
nach 10 bis 20 Minuten langem Stehen polarisiert. Die so erhaltenen 
Daten sind in Tabelle V zusammengestellt. 

Aus den Daten der Tabelle V laBt sich kein Zusammenhang zwischen 
Schwefelgehalt und spezifischer Drehung beweisen, was auch nicht zu 
erwarten war, da die Bestimmungen mit recht groBen Fehlern verkniipft 
waren. (Abgelesener Winkel von 0,05 bis 0,08°.) Aus den obigen Daten 





$0, 
;, um 
irden 
fenen 


schen 
ht zu 
niipft 
Jaten 


Untersuchungen tiber die optische Aktivitat des Hiéimoglobins usw. 197 


ergibt sich weiter ein spezifisches Drehungsvermégen des reduzierten 
Pferdehtimoglobins im Mittel von [{x)3!, = + 28,3°. Dieser Wert liegt 
nahe den von Simonovits friiher gefundenen. Die Differenzen sind auf 
die Verschiedenheiten des Lésungsmittels zuriickzufiihren. Die durch 
Reduktion erzeugte groBe Steigerung des Drehungsvermégens weist 
darauf hin, daB eine gesattigte Gruppe des Oxyhamoglobins durch 
teduktion zu einer ungesattigten wird. Ahnliche Steigerungen sind 
besonders aus den Waldenschen! Untersuchungen bekannt. 


Zusammenfassung. 

1. Wir konnten die Ergebnisse von J. Valér, EF. Kaiser und FE. Timér 
bestatigen, daB beim Pferde zwei Himoglobinarten mit verschiedenem 
Schwefelgehalt vorkommen. Wir erhielten aber bei unseren Analysen 
erheblich niedrigere Werte: 0,43 bzw. 0,49°, statt 0.47 baw. 0,57°% S. 
Das Rinderhémoglobin enthalt nach unseren Untersuchungen 0,51°% $8 
statt 0.58%. Die Differenzen wurden auf die Verschiedenheiten der 
angewandten Methoden zuriickgefiihrt. 

2. Einmal] kristallisiertes Pferde-CO-Hamoglobin mit 0,43 °,, Schwefel 
zu etwa 1°, in dest. Wasser gelést, zeigt im Mittel ein spezifisches 
Drehungsvermégen von [x], = + 11,6°; Hamoglobin mit 0,49% 
Schwefel [«];;. = + 12,39. 

3. Einmal kristallisiertes Pferdeoxyhamoglobin in obigen Konzen- 
trationen in dest. Wasser gelést hat im Mittel ein spezifisches Drehungs- 
vermégen von [«]?,, = etwa + 14,4° baw. [«]/°. = etwa + 12,4°; das 
Drehungsvermégen nimmt bei der Verdiinnung der Lésung etwas ab. 

4. Das spezifische Drehungsvermégen des Pferdeoxyhamoglobins 
nimmt bei wiederholtem Umkristallisieren ab, der optische Schwerpunkt 
der durehgelassenen Strahlen dagegen zu. 

5. Das spezifische Drehungsvermégen des Pferde-CO-Hamoglobins 
in 0,1°% NaHCO, gelést, scheint (in einer Konzentration von 0,46 bis 
7,64°% untersucht) von dem Farbstoffgehalt unabhaingig zu _ sein. 

6. Einmal kristallisiertes Rinder-CO-Hamoglobin zu etwa 1°, in 
dest. Wasser gelést, hat im Mittel ein spezifisches Drehungsvermégen 
von [a]. = + 7,9°. Es ist also um etwa !/, geringer als beim Pferde 
unter gleichen Umstanden gepriift. 

7. Einmal kristallisiertes mit Na, 8,0, reduziertes Pferdehamoglobin 
zu etwa 0,5°% in dest. Wasser gelést, hat im Mittel ein spezifisches 
Drehungsvermégen von [«]3", = etwa + 28,39. 

8. Die gut iibereinstimmenden Daten, die bei dem alkalischen CO- 
Hamoglobin gefunden wurden, gestatten vielleicht eine polarimetrische 
Konzentrationsbestimmung der Himoglobinlésungen in einem Bereiche, 
in dem sie spektrophotometrisch nur nach vorgenommener Verdiinnung 
ermittelt werden kénnen. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 569, 1896. 








Uber die Zusammensetzung 
des Reststickstoffs bei der experimentellen Uranvergiftung. 
Von 
Martin Jacoby. 
(Eingegangen am 27. Juli 1935.) 

Zusammen mit Eisner habe ich! gefunden, daB die Urannitrat- 
vergiftung des Kaninchens unter bestimmten Versuchsbedingungen 
zum Tode fiihrt, bei geeigneter Ernahrung aber heilbar ist. Die zur 
Heilung geeigneten, in Pflanzen vorkommenden Substanzen lieBen sich 
bis zu einem gewissen Grade bereits reinigen. Manches spricht dafiir, dai 
die wirksamen Stoffe den Vitaminen nahestehen. Wichtig ist, daB die 
vergifteten Tiere bei jeder Ernahrung eine schwere Stérung der Nieren- 
funktion erleiden. Bei ausschlieBlicher Hafer-Wassernahrung tritt der 
Tod ein, bei Zugabe der Heilstoffe heilt die Nierenstérung aus und die 
Tiere werden wieder ganz gesund. 

Von den bisher experimentell erreichten Nierenst6rungen scheinen nur 
die von Masugi* und Mitarbeitern durch Antikérper verursachten Ver- 
anderungen wirklich groBe Ahnlichkeiten mit der Nephritis des Menschen 
zu zeigen. Immerhin kommt es auch bei der Uranvergiftung zu enormen 
EiweiBausscheidungen und gleichzeitig, wie vor langerer Zeit Bartfeld 
in meinem Laboratorium zeigte, zu ganz erheblichen Erhéhungen des 
Reststickstoffs. Neuerdings weist Roersch* darauf hin, deB bei der Uran 
vergiftung des Hundes die Niere weitgehend die Fahigkeit der Ammoniak 
bildung verliert. 

Es schien mir nun ein neuer Weg gangbar, die experimentelle 
Nierenstérung, die durch die Uranvergiftung bewirkt wird, genauer zu 
definieren. Ich kniipfe an die Mitteilung von Nonnenbruch an. Bei der 
Analyse von klinischen Fallen hat Nonnenbruch® gefunden, da man bei 
Kranken mit Erhéhung des Reststickstoffs Stérungen der Nieren- 
funktion aus dem iiberragenden Anteil der Harnstoffkomponente er- 
kennen kann. Eine scharfe Trennung von Nieren- und Leberstérungen 
scheint so méglich. Bei einer sehr groBen Anzahl von Fallen habe ich 
entsprechende Untersuchungen ausgefiihrt, deren Bewertung dem 
Kliniker iiberlassen bleibt. Hier gehe ich nur auf die experimentellen 
Befunde ein, die den Vorzug der absoluten Eindeutigkeit haben. Mit 
einer minimalen Giftdosis erreicht man jederzeit reproduzierbare, er- 
hebliche Stérungen der Zusammensetzung des Blutserums, die es un- 


1 Diese Zeitschr. 268, 322, 1934; vgl. auch 232, 218, 1931. — ? Klin. 
Wochenschr. 1935, S. 373. — ® Diese Zeitschr. 129, 534, 1922. — 4 Arch. 
internat. Physiol. 40, 329, 1935. — ® Med. Klin. 1935, S. 101. 
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abhangig von der Deutung der klinischen Falle erméglichen, iiber das 
Wesen der Nierenstérung klare Aussagen zu machen. Man hat die 
Versuchsfiihrung vollkommen in der Hand: Die Vergiftung kann sich 
zum tédlichen Ende entwickeln oder das Versuchsbild kann so be- 
einfluBt werden, daB die Tiere durchkommen und geheilt werden. 


Es wurde durchwegs mit Kaninchen im Gewicht von 2 bis 3kg ge- 
arbeitet. Eine Gruppe wurde ohne Vorbehandlung untersucht, die andere 
erhielt 1cem = 0,7 mg Urannitrat subcutan. Nach einigen Tagen setzt 
eine enorme EiweiBausscheidung ein. Zu gleicher Zeit steigt auch der Rest- 
stickstoff im Blutserum. 

Die Serumzusammensetzung wurde nach verschiedenen Richtungen 
hin untersucht. Da aber sonst keine prinzipiellen Unterschiede zwischen 
den Urantieren und den normalen Tieren festgestellt wurden, beschrinke 
ich mich auf die Mitteilung der Werte des Reststickstoffs und des pro- 
zentualen Anteils des Harnstoffstickstoffs an der Erhéhung des Rest- 
stickstoffs. 


Die Ergebnisse lassen sich tabellarisch darstellen. In jeder Gruppe 
werden die Tiere nach den Harnstoffanteilen an dem Gesamtreststick- 
stoff, ausgedriickt in Prozenten, geordnet. 


Tabelle i” 





Prozentuater Anteil 
Versuchsgruppe Rest-N Harnstoff-N des Harnstoftf-N 
am Rest-N 


ormaltier . 4... « « 58,8 21,0 35,7 
‘. ee ee 28,0 14,0 50.0 
‘ Titre mee ee 50,4 28,0 51,9 
Urantier (geheilt) . . . . 58,8 26,9 45,1 
Urantier mit Griinfutter . 103,6 71,4 68,9 
Urantier mit Hafer .. . 274,4 219.3 79.9 
” © oe eae 285,6 247,3 86.6 
Urantier mit Grinfutter . 145.6 140,0 96,1 


Die Tabelle illustriert klare Verhaltnisse. Bei den Urantieren ist 
der Reststickstoff nach der Vergiftung immer und zum Teil sehr er- 
heblich erhéht. Stets ist dabei der Anteil des Harnstoffstickstoffs sehr 
groB. Die Werte passen zu dem Bilde einer Nierenstérung, sie ent- 
sprechen der Azotémie I von Nonnenbruch. Keineswegs soll behauptet 
werden, daB die Uranvergiftung nur an der Niere angreift. Das ist 
bestimmt nicht der Fall. Aber jedenfalls ist die Niere ein sicherer, 
primarer Angriffspunkt. Hier kann man ankniipfen und insbesondere 
sich weiter experimentell-therapeutisch bemiihen. 








(Uberdas Vorkommen yonVitamin A und Carotinoiden beim Frosch. 
Von 
Charles Rand. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1935.) 


Uber das Vorkommen der Carotinoide und des Vitamins A beim 
Menschen, bei verschiedenen Tierarten, sowie in Pflanzen, liegen schon 
zahlreiche Angaben, allerdings vorwiegend qualitativer Art vor. 


Seit der Entdeckung des Carotins in den Karotten durch Wackenrode, 
im Jahre 1830 ist die weite Verbreitung der verschiedenen Carotinoide im 
Pflanzenreich besonders durch T'swett, Wallstdtter, Zechmeister und andere 
Forscher, im menschlichen und im tierischen Organismus dureh Palmer, 
Karrer, Kuhn, Moore, Euler, Simmonet u.a. festgestellt worden!. Am 
besten unterrichtet sind wir tiber den Carotinoidgehalt des Blutes, tiber 
welchen die meisten quantitativen Angaben bestehen. Van den Bergh und 
Snapper haben 1913 im Serum neben Bilirubin die Lipochrome nach 
gewiesen*®. Connor® fand in 10 cem Serum von Menschenblut 2 bis Il + 
Carotin, Keckelen* in der gleichen Menge 8 7 Carotin, in Rinderblut 14 » 
Carotin. Ahnliche Werte beobachteten Curtis und Kleinschmidt’, namlich 
ebenfalls beim Menschen 7,57 in 10 cem Serum. Sie fanden aber nach 
mehrmonatigem Genuf von Kiirbissen einen ganz besonders  hohen 
Anstieg des Carotingehalts bis auf 165 7 in 10 cem Serum. Kauffmann und 
Drigalski® bestimmten den Carotingehalt im Menschenserum bei carotin 
reicher Ernahrung zu 11 bis 27 » in 10 cem Serum; bei der Mehrzahl der 
untersuchten Falle mit normaler Ernahrung lag der Carotingehalt aber 
bedeutend tiefer, nimlich unter 17. Menken? gibt fiir 10 cem Blutserum 
vom Menschen Werte von 3,0 + 2,1 y an. Die menschliche Milch enthalt 
nach demselben Autor 5,1 3,77 in 10cem8. Der Carotingehalt der 
Eidotter wurde von Euler und Klussmann® zu 4 mg in 100 g Frischgewicht 
angegeben, von Kukn ©” zu 0,11 bis 0,91 mg. Awhn hat ferner in menschlicher 
Placenta die Carotinoide bestimmt und fand z. B. in einer 163 g schweren 
Placenta (4 Monate) 0,022 mg Carotin und 0,014 mg Xanthophyll. In der 
Leber von Katzen fand Ahmad '! 0,037 bis 0,159 mg Carotin. Ziemlich viel 
Carotin enthalt das Nierenfett vom Rind, nach Zechmeister und Tuzson ‘* 
in 100 g Frisehgewicht 1 mg Carotin; Xanthophyll wurde nicht gefunden. 


' Literatur siehe bei Palmer, Carotinoids and related Pigments, New- 
York, 1922; Zechmeister, Die Carotinoide. Berlin 1934. 2 van den Bergh 
u. Snapper, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 540, 1913. 3 Connor, J. of 
biol. Chem. 77, 619, 1928. — 4 Eekelen, Acta brev. Neerl. Physiol. 1, 3, 1931. 

5 Curtis u. Kleinschmidt, Ann. Int. Med. 6, 751, 1932. — ® Kauffmann 
u. Drigalski, Klin. Wochenschr. 1938, S. 306. — 7 Menken, Acta brev. Neer!. 
Physiol. 4, 78, 1934. 8 Besonders hoch ist nach Bawmann, Steenbock u. 
Mitarbeitern der Carotinoidgehalt der Butter, welche in 1g 5,5 bis 17 mg 
Carotin enthalten kann (J. of biol. Chem. 105, 167, 1933). — ® Euler u. 
Klussmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 215, 1933. — '° Kuhn, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 206, 41, 1932. — ™ Ahmad, Biochem. J. 25, 1195, 1931. 
— 12 Zechmeister u. Tuzson, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 154, 1934. 
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In der vorliegenden Mitteilung wird nun iiber Untersuchungen 
berichtet, welche das Vorkommen, die Verteilung und die quantitative 
Bestimmung der Carotinoide, zu welchen nach Aarrer! auch das 
Vitamin A gehért, beim Frosch zum Ziele hatten. Es konnte zunachst 
festgestellt werden, daB in den auffallend gelb gefarbten Fettkérpern 
der Frésche als wichtigster Farbstoff regelmaBig Carotin anzutreffen ist. 
AuBer den Fettkérpern wurden dann noch andere Organe, namlich 
Leber, Haut, Ovarien und Eier, Eileiter, Hoden, Nieren, Lungen und 
Milz auf ihren Gehalt an Vitamin A und Carotinoiden naher untersucht. 
Von den Fréschen (Rana esc.) gelangten sowohl Sommer- wie Wintertiere 
zur Untersuchung, anschlieBend wurden ferner noch Organe von Land- 
kréten (Bufo vulg.) auf ihren Carotinoidgehalt untersucht. 

Die Gewinnung der Carotinoide aus den Geweben und ihre quanti- 


tative Bestimmung geschah auf folgende Art: Die frischen, abgewogenen 
Organe wurden im Porzellanmérser mit Seesand fein verrieben, dann 
durch wiederholtes Verreiben mit Aceton entwassert und hierauf mit 
Petrolither erschépfend ausgezogen. Bei besonders vitaminreichen 
Organen, wie Leber, konnte auf diesem Wege nicht das gesamte Vitamin A 


gewonnen werden, weshalb solche Organe mit alkoholischer Kalilauge 
am Wasserbad verseift und die mit Wasser versetzte Lésung dann 
ausgeathert wurde. Zu den vereinigten Petroléther- und Aceton- 
auszigen wurde so lange Wasser zugesetzt, bis alle Carotinoide in die 
Benzinschicht tbergegangen waren. Nach dem Waschen und dem 
Trocknen der Lésung mit Natriumsulfat wurde der Gehalt an Carotin 
+ Xanthophyll durch Kolorimetrieren gegen eine Standardlésung von 
Azobenzol bestimmt. Die Standardlésung enthalt nach der Vorschrift 
von Kuhn 14,5 mg Azobenzol in 100 cem 90° igem Athylalkohol?. 
Aus der petrolaitherischen Lésung wurde auf die bekannte Art durch 
Ausschiitteln mit 90°,igem Methanol das Xanthophyll abgeschieden. 

Das Carotin und das Xanthophyll wurden identifiziert durch ihre 
Léslichkeit in Petrolather bzw. Methanol, durch ihre Absorptionsbanden 
bei 480 und 450 mu bzw. bei 478 und 448 mu, sowie durch die Anti- 
montrichloridreaktion nach Carr und Price: Blaufarbung der Lésung in 
Chloroform mit Antimontrichlorid und Auftreten des Absorptions- 
bandes bei 590 mu. Das Vitamin A wurde durch dieselbe Reaktion und 
das charakteristische Absorptionsband bei 610 mu nachgewiesen. Die 
Menge des Vitamins A wurde nicht quantitativ bestimmt, sondern nur 
nach dem Ausfall der Reaktion und der Starke der Absorption bei 
610 mu geschatzt®. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in den Tabellen niedergelegt. Die 
dort angefiihrten Zahlen sind in der Mehrzahl der Versuche nicht bei 

' Karrer, Helv. Chim. Acta 14, 1036, 1931. — * Kuhn, H. 206, 41, 1932. 


3 Uber die Ausfiihrung der SbCl,-Reaktion und die Lage der Absorptions- 
banden siehe Goldhammer u. Kuen, diese Zeitschr. 267, 406, 1933. 
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einem Versuchstier gefunden, sondern als Mittelwert von mehreren 
Tieren angegeben, worauf die Anmerkungen hinweisen. \ 

Wie die Werte in der Tabelle I zeigen, sind die weitaus gréBten 
Carotinmengen in den Ovarien und Eiern, in der Leber und in der Haut 
vorhanden. Nach Dietel', welcher in Ovar, Haut und Leber von 
Fréschen, allerdings nur qualitativ, das Carotin nachwies, sollen die 
Ovarien am meisten Carotin enthalten, weniger soll in der Haut und am 
wenigsten in der Leber anwesend sein. Die von uns untersuchten 
Frésche zeigten hingegen in Leber, sowie Ovarien und Eiern fast den 
gleichen Carotingehalt, wahrend die Haut meistens etwas weniger 
Carotin enthielt. 

Bedeutend weniger Carotinoide fanden sich dann in den anderen 
Organen. Mit abnehmendem Carotingehalt ergibt sich nachstehende 
Folge der untersuchten Organe: Eileiter, Fettkérper, Nieren und Hoden. 
Noch um eine Zehnerpotenz geringer als in Nieren und Hoden war 
schlieBlich der Carotingehalt der Lungen. 

Wenn man nicht die absoluten Mengen, welche natiirlich auch von 
der GréBe der Organe abhangen, sondern die Konzentration der Caro- 
tinoide in deg Organen berechnet, dann zeigte sich, daB die Leber und die 
Fettkérper an erster Stelle stehen. In den verschiedenen Froschlebern 
berechneten sich als Konzentration der Gesamtcarotinoide (Carotin 
+ Xanthophyll) folgende Werte: 0,06, 0,13, 0,18 und 0,43 mg Carotin 
in 1 g Organ. In den Fettk6rpern war die Carotinkonzentration noch 
etwas héher, namlich: 0,13, 0,29 und 0,83 mg Carotin in 1 g des Organs. 
In allen anderen Organen ist die Konzentration des Carotins bedeutend 
geringer. Wahrscheinlich spielt auch beim Frosch die Leber als Speicher- 
organ der Carotinoide und als vermutliche Bildungsstatte des Vitamins A 
eine bedeutende Rolle; daneben diirfte aber auch den Fettkérpern, wie 
die hier noch héhere Carotinkonzentration vermuten ]4Bt, vielleicht als 
Carotinspeicherorgan fiir die Sexualorgane eine Bedeutung zukommen. 

Nach Kuhn, der den Carotingehalt der Corpora rubra und der 
Corpora lutea bei Kiihen untersucht hat (a. a. QO.) sind die ersteren die 
carotinreichsten tierischen Organe; sie enthalten im Mittel 0,12% 
Carotin, bezogen auf das Frischgewicht, die Corpora lutea nur 0,006 °%. 
Ein Vergleich mit den Carotinwerten in den Fettkérpern des Frosches 
zeigt, daB die Fettkérper mit dem héchsten beobachteten Wert 0,83 mg 
Carotin in 1 g Organ = 0,083°% sehr nahe an den Carotingehalt der 
Corpora rubra heranreichen. Die Fettkérper des Frosches sind daher 
neben den Corpora rubra der Kuh zu den carotinreichsten tierischen 
Organen zu zahlen. 

Das Xanthophyll wurde, wie schon erwahnt, durch Ausschitteln 
mit Methanol vom Carotin getrennt und ebenfalls gegen die Standard- 

' Prietel, Khin. Wochensehr. 12, 601, 1933. 
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lésung von Azobenzol kolorimetriert. Die Xanthophyllwerte sind in 
Tabelle I unter den Gesamtcarotinwerten angegeben (mit X bezeichnet), 
und zwar in Prozenten vom Gesamtcarotinoidgehalt. 

In den untersuchten Lebern war Xanthophyll immer anzutreffen, 
und zwar in einem Prozentsatz von den Gesamtcarotinoiden bis zu 
21°%. RegelmaBig anwesend war es ferner in den Ovarien und Eiern; 
die gréBten prozentuellen Mengen wurden in den Nieren gefunden. 
In der Haut war es entweder gar nicht vorhanden oder nur in Spuren 
nachweisbar. Uber seine Gegenwart in den Lungen lat sich infolge der 
besonders geringen absoluten Menge der Gesamtcarotinoide nichts 
aussagen. Jedenfalls steht fest, daB in den Organen des Frosches das 
Carotin immer von verschieden groBen Mengen Xanthophyll begleitet 
wird, welche die héchsten Werte in den Eiern und den Nieren erreichen. 

Auch bei anderen Tierarten ist iiber reichliches Vorkommen von 
Xanthophyll berichtet worden, so hat z. B. Palmer (a. a. O.) nachgewiesen, 
da die gelben Farbstoffe im Koérperfett der Hiihner zum grofen Teil aus 
Xanthophyll bestehen. Guilbert und Hinshaw? haben diese Befunde Palmers 
am Huhn und am Truthahn bestatigt. Uber das Vorkommen von Carotin 
und Xanthophyll in Placenten siehe die Untersuchungen von Zondek?, 
Kuhn und Brockmann®, Goldhemmer und Kuen *. 2 

Die spektroskopische Untersuchung zeigte, daB in allen Organen 
immer wieder dieselben zwei Farbstoffe, naimlich Carotin und Xantho- 
phyll, anwesend waren. Einige Absorptionsspektren der in Benzin ge- 
lésten Carotinoide aus Froschorganen sind in Tabelle II wiedergegeben. 

Die in Tabelle II angefiihrten Fettkérper waren frei von Xantho- 
phyll, nach der Lage der Absorptionsbanden diirfte hier eine Gemenge 
von «- und f-Carotin vorgelegen sein. In Leber, Ovarien und Eiern war 
neben Carotin auch Xanthophyll vorhanden, infolge der aber um nur 
wenige mu getrennten Lage der Schwerpunkte der Absorptionsbanden 
beider Pigmente laBt sich aus der spektroskopischen Messung nicht ohne 
weiteres auf die Mengenverteilung schlieBen, weshalb wir uns hierzu nur 
des Willstdtterschen Entmischungsverfahrens mit Benzin und Methanol 
bedienten. Nach dem Absorptionsspektrum, welches die Lipochrome der 
Haut, die nur Spuren Xanthophyll enthielt, aufwiesen, diirfte hier in der 
Hauptsache «-Carotin vorhanden gewesen sein. Die Angaben iiber das 


Tabelle II. 





Lage der Absorptions- 


Lage der Absorptions- 
banden (mu) 


Org 
banden (mu) “oe 


Organ 


Fettkorper . . 451.5 | 478 Kier und Ovarien 451,5 477.5 
BOO Sk icssivr. x 448 474 TIBOS U5 hia ips bs 449 478 


' Guilbert u. Hinshaw, J. of Nutrition 8, 45, 1934. — * Zondek, Die 
Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorderlappens. — * A. a. O. 
— 4 Diese Zeitschr. 267, 417, 1933. 
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Vitamin A sind ebenfalls in 'Tabelle I zusammengestellt. Beim Frosch 
und bei den Landkréten wurde das Vitamin A regelmaBig in der Leber, 
in anderen Organen hingegen nicht aufgefunden. 

Dietel (a. a. O.) hat im Gegensatz zu den Befunden am Frosch aus 
entsprechenden Mengen von Nager- und Menschenleber kein Carotin 
gewinnen kénnen und weist dabei auf den hohen Carotinoidgehalt der 
Organe des Frosches hin. Wir kénnen diese Beobachtungen zum Teil 
bestatigen. Wir haben bei der Untersuchung des Carotinoidgehalts der 
Organe von 6 Albinoratten und von 5 Schleien (Cinca vulg.), wobei wir 
zur Analyse die ganzen Organe verwendeten, in Leber, Nieren, Lungen 
und Milz nur Spuren von Carotin aufgefunden. Am héchsten war noch 
der Carotinoidgehalt in den Lebern der Ratten, namlich 0,015 mg in 1 g 
der frischen Organe, ein Wert der aber tiefer liegt als der niedrigste bei 
der Leber der Frésche ermittelte. Vitamin A wurde mit Hilfe der 
SbCl,-Reaktion nachgewiesen in der Leber und den Lungen der Ratte 
sowie in der Leber der Schleien. 

Auf die jahreszeitlichen Schwankungen des Carotin- und Vitamin- 
gehalts sowie auf den EinfluB der Ernahrung konnten die Untersuchungen 
nicht, wie urspriinglich beabsichtigt, ausgedehnt werden, da _hierzu 
infolge der auBerordentlich groBen individuellen Schwankungen eine 
bedeutende Anzahl von Versuchstieren hatte aufgewendet werden miissen. 
So haben z. B. Guilbert und Hinshaw (a. a. O.) in der Leber von 8 Monate 
alten Hiihnern aus derselben Zucht, bei normaler Ernéhrung und _ be- 
liebiger Aufnahme von griinem Futter fiir das Vitamin A Werte von 
100 bis 2500 Einheiten je 1 g Organ bestimmt. Solche Versuche kénnen 
daher nur mit Ausschaltung der freien Nahrungswahl durchgefiihrt 
werden. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB in allen untersuchten 
Organen des Frosches: Leber, Haut, Ovarien, Eiern, Eileiter, Hoden, 
Fettkérper, Nieren und Lungen sowohl bei Sommer- wie Wintertieren 
in der Regel verhaltnismabig bedeutende Mengen von Carotinoiden 
anzutreffen waren. Das Carotin war fast immer in allerdings wechseln- 
dem Verhaltnis von Xanthophyll begleitet. Die gr68ten Mengen Carotin 
fanden sich in der Leber, in der Haut sowie in den Ovarien und Eiern. 


Die héchsten prozentuellen Carotingehalte wurden in der Leber und 
in den Fettkérpern beobachtet. Die Fettkérper des Frosches diirften 
nach den bis jetzt bekannten Analysen nach den Corpora rubra der 
Kuh als die carotinreichsten tierischen Organe anzusehen sein. Vitamin A 
wurde in der Leber von Sommer- und Winterfréschen regelmaBig vor- 
gefunden. 


Fiir die Anregung zur vorliegenden Untersuchung méchte ich auch an 
dieser Stelle Herrn #. .W. Auen meinen Dank aussprechen. 








Zur Kenntnis der Fluoreszenz von Pyrimidin-, Purin- und 
Pyrimidazin-Derivaten. 
Von 
H. v. Euler, K. M. Brandt und G. Neumiiller. 
(Aus dem Institut fiir organisch-chemische Forschung der Universitit 
Stockholm.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die bei der Fluoreszenz eintretenden Energiewandlungen sind in 
letzter Zeit Gegenstand eingehender Diskussionen gewesen; es sei nur 
hingewiesen auf die Arbeiten von Gaffron!, Kautsky?, J. Franck® u. a 
Es handelt sich in erster Linie um die Frage, wie die Energie der zur 
Fluoreszenz angeregten Stoffe im gleichen Lésungssystem zur chemischen 
Leistung verbraucht wird. Der Umstand, daB an der Sauerstoff- 


iibertragung fluoreszenzfahiger Gruppen oft Metallkatalysatoren  be- 
teiligt zu sein scheinen, ist fiir die Deutung der Photooxydationsvorginge 
fluoreszenzfahiger Stoffe von Wichtigkeit. Es mag in dieser Hinsicht 
auf Modellversuche hingewiesen werden, welche Hwler, Hellstrém und 


Brandt * vor kurzem veréffentlicht haben; sie beziehen sich auf photo- 
chemische Vorginge in den Systemen Methylenblau-Athylalkohol 
und Methylenblau-Fe-Athylalkohol. Bei diesen Versuchen wurde 
die Quantenausbeute der Reduktion des Methylenblaufarbstoffs fiir 
rotes und ultraviolettes Licht gemessen und weit unter 1 gefunden. 

Was sonstige heterocyclische Substanzen betrifft, an welche wir 
uns hier halten wollen, so liegen systematische Untersuchungen iibe1 
Fluoreszenz beziiglich der Porphyrine vor, und zwar altere von Schunk 
und Marchlewski ® und von Dhéré ®, neuere von H. Fischer, H. Fink? u.a 
Hellstrém® hat Beziehungen gefunden zwischen der Fluoreszenz und 
optischer Absorption im Porphyrinmolekiil. 

In neuester Zeit ist die Gruppe der als Isoalloxazine erkannten 
Lyochrome oder Flavine Gegenstand zahlreicher Fluoreszenzmessungen 
gewesen. AuBer den Messungen an Lactoflavin und Lumilactoflavin 


' Gajfron, diese Zeitschr. 264, 251, 1933. 2 Kautsky, Ber. 66, 1588, 
1933; 68, 152, 1935. 3 J. Frank, Naturwiss. 23, 226, 1935. — 4 Euler, 
Hellstrom u. Brandt, ebenda 28, 486, 1935; siehe auch AK. Brandt, Sv. Vet. 
Akad. Arkiv f. Kemi 12, Nr. 7, 1935. 5 Schunk u. Marchlewski, Ann. 29), 
309, ISS6. 6 Dhéré u. Mitarbeiter, C. r. Soc. Biol. 70, 511, 1911. 

7 H. Fink u. Hoerburger, ebenda 218, 181, 1933; 220, 123, 1933; 225, 49, 
1934. 8 H. Hellstrom, Zeitschr. f. physikal. Chem. 12, B, 353, 1931; Sv 


Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, Nr. 11, 1933. 
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(Kuhn und Moruzzi, siehe unten) haben Karrer und Fritzsche! die Fluo- 
reszenz ihrer synthetischen Flavine bestimmt. Aus ihren Fluoreszenz- 
kurven geht hervor, daB die Fluoreszenz bei einer bestimmten Ver- 
dimnung der Flavinlésungen ein Maximum erreicht, welches bei der 
beschriebenen Versuchsanordnung bei etwa 0,003 °,igen Lésungen liegt. 
Sowohl bei stirkerer wie bei geringerer Konzentration nimmt die Fluo- 
reszenzintensitat ab. 

Auf Grund unseres bis jetzt noch kleinen Versuchsmaterials kénnen 
wir nicht auf die Trager der Fluoreszenz in den untersuchten hetero- 
cyclischen Substanzen eingehen. Unsere Fragestellung bezieht sich auch 
in erster Linie aut den Zusammenhang zwischen den Oxydoreduktions- 
wirkungen bzw. der sauerstoffiibertragenden Wirkung der untersuchten 
fluoreszenzfaihigen Substanzen. Was speziell das Lactoflavin betrifft, so 
wirkt es nach Wagner-Jauregg* nicht als Sauerstoffiibertrager, sondern 
nur als Wasserstoffakzeptor bei enzymatischen Dehydrierungen. Mit 
Lactoflavin fanden Adler und Luler® eine Steigerung der Atmung der 
Milchsaurebakterien. 

Wir wollen versuchen, den Vorgang zu finden, auf welche das 
angeregte Flavinmolekiil in charakteristischen Fallen seine Energie 
iibertragt. Bei den zur Salzbildung befaihigten fluoreszierenden Stoffen 
scheint die Aziditét durchweg einen wesentlichen EinfluB auf Art und 
Starke des Fluoreszenzlichtes auszuiiben. So hatten H. Fink und 
Hoerburger* an Porphyrinen gefunden, daB die py-Fluoreszenzkurve 
eine fiir jedes Porphyrin spezifische Form besitzt, und zwar zeigen nach 
Finks Angabe die Porphyrine am isoelektrischen Punkt ein Minimum 
der Fluoreszenz. Beim Lactoflavin und Lumilactoflavin wurden die 
pu-Fluoreszenzkurven von Auhn und Moruzzi® gemessen; diese Kurve 
zeigt die Form der Dissoziationsrestkurve eines amphoteren Elektrolyten, 
und das Maximum der Fluoreszenz entspricht dem isoelektrischen 
Punkt der Substanz. 

Die tiber Alloxazine vorliegenden Daten haben wir nun an zwei 
Substanzen ergainzt, nimlich an Alloxazin und an 6, 7-Dimethoxyallox- 
azin. Fir die erstere Substanz wurde eine Fluoreszenzaziditatskurve 
aufgenommen (Abb. 2). 

Versuche. 
Methodik. 

Zur Messung der Azidititsfunktion der Fluoreszenz haben wir uns, 

sowohl bei Messungen als bei Beobachtungen der Fiuoreszenz ibe: haupt, 


1 Karrer u. Fritzsche, Helv. Chim. Acta 18, 911, 1935. — 7 Wagqner- 
Jauregg u. Ruske, Ber. 66, 1298, 1933. - 3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 
225, 41, 1934. — 4 H. Fink u. Hoerburger, ebenda 218, 181, 1933; 220, 
123, 1933. 5 Kuhn u. Moruzzi, Ber. 67, 888, 1934; siehe auch fF’. H. Cohen, 
Need. Tidsechr. v. gen. 1934, S. 2668. 
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des Zeiss’ schen Stufenphotometers bedient. Als aktivierende Strahlung 
wurde das ultraviolette Licht einer Quecksilberlampe benutzt, deren sicht- 
bare Strahlen mittels eines UG 1-Filters (Schott und Gen., Jena) wegfil- 
triert wurde. Nach der von Zeiss angegebenen Methodik fiir Fluoreszenz- 
bestimmungen im ultravioletten Licht (UV-Licht) fiel dieses in die 
Trége in einer Richtung, welche von der optischen Achse des Instruments 
etwas abweicht. Dadurch werden die kleinen Mengen des :stérenden 
sichtbaren Lichtes (hauptsaéchlich rote Strahlen), welche durch das 
UG 1-Filter durchgelassen werden, abgeblendet. 

Um nur das Licht, das von der Fluoreszenz herriihrt, zu messen, 
wurde auberdem ein ,,L-Filter*S angewandt. ,,S-Filter‘’ konnten wit 
wegen ihrer zu kleinen Durchlassigkeit nicht verwenden. 

Die abgelesenen Werte fiir ,,Durchlassigkeit** geben direkt ,,Pro- 
zente der maximalen Fluoreszenz‘*. Die Fluoreszenz derjenigen Sub- 
stanzen, deren Fluoreszenzfarbe mit der Aziditat (px) variiert, wurde mit 
verschiedenen Filtern gemessen. Die erhaltenen Kurven ergaben dabei 
die Fluoreszenzintensitat fiir die betreffende Farbe in Prozenten an. 
Jedoch sind die absoluten Werte der Intensitat fiir die verschiedenen Farben 
unter sich nicht definiert. Korrektionen hinsichtlich der mit py va- 
riierenden Absorptionen sind nicht eingefiihrt. 

Wenn man sichtbares Licht zur Aktivierung verwenden kann, so 
kann das Verhaltnis zwischen den fluoreszenzintensitaten fiir Farben 
mit benachbarten Wellenlangen im kurzwelligen Gebiet des Spektrums 
angenahert im Zeissschen 'Triibungsmesser bestimmt 
werden, unter der Voraussetzung, dai Ab-orption 
und die Konzentration geeignet sind. 

Zum Teil haben wir Trége aus gewoéhnlichem Glas 
verwendet, zum ‘Teil besondere Vakuumtrége, bei 
welchen die der Lichtquelle zugewendete Seite aus 
Quarzglas bestand. Die Vakuumtrége (d 30 mm) 
sind schon friiher beschrieben worden!.  Dieselben 
waren so abgemessen, daB sie in das Stufenphoto- 
meter hineinpaBten (Abb. 1). 

An Diisobarbiturséure muBten die Fluoreszenz- 





messungen wegen der raschen Luft-Oxydation dieser 
Substanz in alkalischer Lésung im Vakuum ausgefiihrt 
werden. Dabei wurden die oben beschriebenen Trége 


Abb. 1. 


verwendet. Eine gesattigte Lésung der Saure in verdinnter H Cl-Lésung 
(px = 3,0) wurde hergestellt. Die Léslichkeit war sehr gering und be- 
deutend kleiner als in alkalischer Lésung. Als Ausgangslésung wurde 
die erwahnte HCl-Lésung verwendet, deren px unmittelbar vor 
Naturwiss. 28, 486, 1935. 
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jeder Messung eingestellt wurde, wahrend gleichzeitig eine (stark fluo- 
reszierende) alkalische Vergleichslésung von Diisobarbitursiure neu be- 
reitet wurde. Die Lésungen wurden unmittelbar vor und nach 
jedem Alkalizusatz evakuiert (in letzterem Falle nachdem auBerdem 
dest. Wasser zugesetzt worden war). Die Lésungen wurden in dest. 
Wasser so verdiinnt, daB sie stets mit Riicksicht auf die Diisobarbitur- 
saure in den 'Trégen in der gleichen Konzentration gehalten wurden. Die 
durch Verdunsten beim Evakuieren eventuell eingetretenen Kon- 
zentrationsanderungen konnten vernachlassigt werden. 


l. Alloxazine. 
Allozazin. Von zwei verschiedenen Praparaten fluoreszierte das 
eine, welches schén kristallin und hellbraun war, nicht in fester Form: 
das andere Praparat, hell 
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Fluoreszenz der beiden Pra- 

parate gut uberein. Die- 
Ik “Sag ‘ fa es Abb. 2. Die Fluoreszenz der ausgezogenen Kurve 

seibe 1st In saure! Losung ist griin, die der gestrichelten ist blau 

beinahe rein blau, in alkali- 

scher Lésung blaugriin bis rein gelbgriin (stark alkalische Lésung). 

Abb. 2 gibt die pu-Fluoreszenzkurve des Alloxazins wieder. Die blaue 


und die griine Fluoreszenzfarben sind gemessen mit L,- bzw. L,-Filtern. 


N NH 
7 ®N7973 SCO 
‘d 1 NH 
N CoO 


Das Alloxazin wurde nach den Vorschriften von K iihling? cargestellt. 

Abb. 2 zeigt die pxr-Abhangigkeit der Fluoreszenz. 

6, 7-Dimethoxy-Alloxazin fluoresziert in festem Zustand gelbrot. 
In alkalischer Lésung ist die Fluoreszenz stark griin. In neutraler 
Lésung ist sie blaugriin, schlégt in saurer Lésung in ein sehr schwaches 
blaugriin um. 


N NH 
CH,;0 CO 
CH,0 NH 
N CO 
Nach den Feststellungen von Aarrer u. Fritzsche liegt diese Kon- 
zentration nahe am Maximum. > Kiihling, Ber. 24, 2363, 1891. 
Biochemische Zeitschrift Band 281, 14 
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Die Substanz wurde folgendermaBen dargestellt: 4,5-Dinitr. 
veratrol wurde mit Zinn und Salzsdure reduziert; und das Zinn dur 
H,S entfernt. Die Diaminchloridlésung wurde in der Warme mit eine: 
konz. Lésung von etwas mehr als der aquivalenten Menge Alloxan 
Wasser versetzt, wobei sich sofort eine voluminése Fallung bildete 
Dieselbe wurde abgesaugt, griindlich mit Alkohol, Aceton und Athe: 
gewaschen und aus Pyridin umkristallisiert, worin die Substanz auch in 
der Wiarme sehr schwer léslich ist. Zersetzt sich unter Braunfarbung bei 
290 bis 300°. 


2. Pyrimidin-, Purin- und Pyrimidazinderivate. 


Die Untersuchung dieser Substanzen ist veranlaBt durch ihre 
Beziehungen zu den Alloxazinen sowie durch die Tatsachen, daB mehrer 
der hierhergehérigen Stoffe einerseits lebhaft fluoreszieren, andererseits 
grobe Tendenz zur Sauer 
stoffaufnahme besitzen. 

1. 3- Methyl - 4, 5-di 
amino - 2, 6-dioxy - pyrimi 
din (3- Methyl-4, 5-diami 
nourazil). Darstellung nach 
W. Taube} aus Cyanacety]- 
methylharnstoff iiber das 
Isonitrosoderivat. 


100; a er. T | ee ee 


Bae 


$8 


max Fluorescenz 


Fluoresziert in festem Zustand gelbgriin. In wasseriger Lésung ist 
die Fluoreszenz stark blauviolett. Die py-Fluoreszenzkurve (Abb. 3) ist 
unseren orientierenden Messungen (mit verhaltnismaBig wenig Versuchs- 
punkten) derjenigen des Lactoflavins nicht undhnlich und diirfte also 
auch eine Dissoziationskurve darstellen, so daB die Fluoreszenz von den 
elektrisch neutralen oder wahrscheinlicher von den Zwitter-Ionen 


herriihren diirfte. 


—¢. NH, 
Abb. 3 zeigt die py-Abhangigkeit der F.uo-eszenz. 


Von den im Pflanzen- bzw. Tierkérper verbreiteten Purin-Derivaten 
haben wir untersucht: Xanthin, Theobromin, Caffein, Guanin (und dessen 
Nucleosid Guanosin), Adenosinphosphorséure und Harnsiure. In mehrere: 
dieser Stoffe war friiher Fluoreszenz festgestellt worden (Andant, Klei 
und Linser). Nach eigenen Beobachtungen ist die Fluoreszenz im Ver 
gleich zu den anderen hier beschriebenen schwach. 


1 T'raube, Ber. 38, 3047, 1900. 
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2. Di-iso-barbitursdure. Darstellung aus Iso-barbitursiure nach 
Laudisch'; Kine gekiihlte, klare Lésung von 2 Mol Kaliumferricyanid in 
200 cem H,O wird zu einer kalten Lésung von 1 Mol Iso-barbitursiure 
in 200 ccm Kalilauge (3 Mol KOH) hinzugefiigt. (Iso-barbitursdure nach 
Kaudisch® aus Nitro-urazil.) Aus dem roten Reaktionsgemisch fallt das 
rote Dikaliumsalz der Di-iso-barbitursiure aus. Dasselbe wird zur 
Darstellung der freien Di-iso-barbitursiure mit heiBer verdiinnter 
Hssigsaure zersetzt. 

Das rote K-Salz der Di-iso-barbitursaure bildet bei UberschuB von 
Alkali eine stark griin fluoreszierende Lésung. Ein Praparat der Di-iso- 
barbitursaure, das wir Herrn Dr. Holger Erdtman verdanken, fluoreszierte 
in fester Form nicht. In 
saurer Lésung ist die Fluo- ‘4 
reszenz sehr schwach_ blau- 
griin, in stark alkalischer a fpf Blau) eee 
Losung intensiv gelbgrin. ol | Lelia} cai aa ae 
Alkalische Di-iso-barbitur- 
siure-Lésungen werden 





IRS CTRBIWMNR ER 
ls 
leicht oxydiert. (Auch in 
saurer Lésung tritt Oxy- 
dation ein.) Die px-Ab- 
hingigkeit der Fluoreszenz 
haben wir, wie diejenige 
des Alloxazins, teils mit 
L,-, teils mit L,-Filtern ge- 
messen (Abb. 4). 


Die oxydierten lh- 


Abb, 4. 
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iso-barbitursdure-Lésungen, Abb. 5. 

welche durch Schiitteln der 

Lésungen an der Luft erhalten worden waren, fluoreszieren nur schwach 
blau. Auch fiir dieses Oxydationsprodukt wurde eine Fluoreszenz- 
kurve aufgenommen (Abb. 5). 

Wir sehen weder hier noch bei der Di-iso-barbitursaiure eine An- 
deutung eines Maximums, vielmehr ein Ansteigen der Fluoreszenz mit 
steigender, recht hoher Alkalinitat. 

NH—CO CO NH 


| | 
CO C.0H C€C.O0HCO 


NH—C NH 


1 Davidson u. Baudisch, Ber. 58, 1685, 1925: J. of biol. Chem. 71 
497, 1926. — ? Dieselben, Ber. 58, 1686, 1925. 


14* 








H. v. Euler, K. M. Brandt u. G. Neumiiller: 


3. Li-uracil-pyridazin. Dieses von Baudisch' beschriebene nai 


(1) oder (II) formulierte Produkt 
NH—CO CO—NH NH—CO CO—NH 


| | 
CO C—N=N—( CO CO C=N—N=C CO 
| 
l | 
NH—C } NH NH—C } NH 
(1) (d) 
fluoresziert in festem Zustand nicht. In konzentrierter Schwefelsiwr 
ist die Fluoreszenz stark hellgriin, dagegen in neutraler und alkalische 
Lésung schwach blaugriin und schwach hellblau. 


4. Diphenyl-methyl-pyrimidazin. Die bis jetzt noch nicht bekannt: 
Substanz wurde folgendermaBen dargestellt: 

05g 3-Methyl-4, 5-diamino-uracil und 1,0g Benzil wurden in 
Kohlensiure-Atmosphire auf 190 bis 200° 45 Minuten lang erhitzt. Dic 
Schmelze wird in warmem Methylalkohol gelést. Entfarbung mit Tier- 
kohle, dreimaliges Umkristallisieren aus Athanol ergibt farblose Kristalle 
Schmelzp. 268 bis 269° (unkorr.). Eine Analyse ergab: N gef. 16,8°, 


ber. 17,0% 


Diese Substanz zeigt in fester Form? eine auBerst intensive Fluores 
zenz in gelbgriin. Die alkalische Lésung fluoresziert, obschon die Sub 
stanz schwerléslich ist, ziemlich stark violett. In neutraler Lésung ist dic 


Fluoreszenz blau und in saurer Lésung schwacher blau. 


5. Phenanthra-methyl-pyrimidazin. Die bisher noch nicht be- 
schriebene Substanz wurde folgendermaBen dargestellt: Aquivalent: 
Mengen Phenanthrenchinon und 3-Methyl-4, 5-diamino-uracil wurden in 
méglichst wenig kochender Essigséure gelést, worauf 20 bis 30 Minuten 
unter RiickfluB gekocht wurde. Das gelbe Kondensationsprodukt wurde 
abgesaugt, mit Wasser und Methanol gewaschen und aus Eisessig umkri 
stallisiert. Die Substanz bildet gelbe Kristalle, welche tiber 330° schmelzen 

' Baudisch, J. of biol. Chem. 71, 497, 1926. * Die Fahigkeit der Sul 
stanzen, in fester Form zu fluoreszieren, ist unseres Wissens theoretiscl 
noch nicht behandelt. Sie muB offenbar mit der Absorption der fluores: 
zenzerregenden Strahlung in der QOberflichenschicht zusammenhangen 
Als zweites Moment mu hinzukommen die Resistenz (Reaktionstraghett 
der Oberflichenschicht gegeniiber der Umgebung, so daB die Substanz die 
absorbierte Energie nicht sofort als chemische Energie abgeben kann. 
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Fluoresziert in festem Zustand schwach gelbgriin. Die Substanz 
st noch schwerer léslich als Diphenyl-methyl-pyrimidazin und fluores- 
ziert, z. B. in Eisessig, nur schwach blau, in starkem Alkali aber schwach 
yriinlich. In Wasser ist die Léslichkeit so gering, daB eine Fluoreszenz 
darin nicht wahrgenommen werden kann. Analyse: N ber. 17,1°%, 
gef. 17,0% 


CH, 


Dioxindol. Fluoresziert in UV-Bestrahlung in festem Zustand 
gelbgrin. In wasseriger Lésung ist die Fluoreszenz blau. Wie die Abb. 6 
zeigt, besitzt die py-Fluores- 
zenzkurve ein ausgepragtes 
Maximum bei py = 8. 





CH.OH 


| | | 
he ) 00 | | 
NH a 4£ 2 0 2 €or eRe See 
7 | eae 
Zum Vergleich sei er- Abb. 6. 
wahnt, daB schon Baeyer'! 
die gelblich griine Fluoreszenz des Indoxyls in wasseriger Lésung beschreibt, 
Dhéré* erwaihnt nach Derrien und Fontés die Fluoreszenz eines Furfurol- 
Indogenids. Unter den fluoreszierenden Indolderivaten ist noch das Trypto- 
phan zu nennen, dessen Fluoreszenz in wasseriger Lésung von Klein und 
Linser als blaugriin (in saurer Lésung blau, in alkalischer Lésung hellblaugriin) 
angegeben wird. In fester Form keine Fluoreszenz. Tryptophan diirfte 
wesentlich zur Fluoreszenz der Proteine beitragen. Uber die Fluoreszenz 
vonProteinen und ihre Abhangigkeit von Verunreinigungen siehe Tiselius’. 
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Unter den fluoreszierenden heterocyclischen Stoffen sind noch 
die Alkaloide zu nennen, von welchen diejenigen der Chinarinde in 
dieser Hinsicht genauer untersucht sind*. Besondere Aufmerksamkeit 
verdienen hier die Verhiiltnisse bei Vitamin B,. Wie R. A. Peters ® 
mitteilt, fluoresziert B, selbst nicht, dagegen werden die reinsten B,- 
Praparate (Kinnersley, O’ Brien und Peters) durch Oxydation — in 


' Baeyer, Ber. 14, 1744, 1881; Vorldander u. Drescher, Ber. 35, 1701, 1902. 

2 Dhéré, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. II, Teil 3, 
1933. — ° Tiselius, Nova Acta Soe. Sci. Uppsala 7 (IV), 12, 1930. 

* P. Rabe, Ann. 382, 360. 1911. 5 Peters, Nature, Jan. 1935, 107, 135. 
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wasseriger Lésung in Substanzen verwandelt, welche eine intensiy 
himmelblaue Fluoreszenz zeigen. 

Peters macht aufmerksam, daB die empirische Formel C,,H,gON,% 
mit einem Thiohexahydro-lumichrom iibereinstimmt, wodurch dic 
Beziehungen von B, zu B, nahegelegt sind. Auch Kuhn, Wagne) 
Jauregg, von Klaveren und Vetter! kommen zum Ergebnis, daB dic 
Bruttoformel der von ihnen Thiochrom genannten Substanz C,,H,,N,O% 
sich von derjenigen des Vitamins B, nur durch den Mindergehalt von 
zwei H-Atomen unterscheidet?. 

Acridin. Fluoresziert bei UV-Bestrahlung in festem Zustand blau 
und in alkoholischer Lésung stark blau-violett. Weder der Zusatz von 
HCl noch von NaOH schwachen die Fluoreszenz. 

Im AnschluB an das Acridin sei auch ein Thiazin-Farbstoff e1 
wahnt, nimlich Methylenblau, auf dessen Fluoreszenz wir friiher hin- 
gewiesen haben®. Am Methylenblau haben Euler, Hellstrém und Brandt 
bereits den EinfluB von Fe-Katalysator auf die Fluoreszenz studiert, und 
zwar handelt es sich, wie eingangs betont, um einen Modellversuch 
beziiglich des Einflusses von Oxydationskatalysatoren auf die Fluores- 
zenz. Das Eintreten oder Nichteintreten der Fluoreszenz muB ja all- 
gemein einerseits von der Absorption des eingestrahlten Lichtes ab- 
hangen, anderseits aber von den Umstanden, welche die Abgabe der 
Energie der aktivierten Molekiile an eine reaktionsfahige Umgebung 
gestatten. Am Beispiel des Atioporphyrins hat H. Hellstrém4 die Energie- 
abgabe in einer Umwandlung des angeregten Molekiils selbst gesucht, 
und seine Beobachtungen und Messungen in diesem Sinne diskutiert. 

Hinsichtlich des hier behandelten Materials dirften unseren 
friiheren Erfahrungen zufolge durch die Metallkatalysatoren _be- 
schleunigten, anderseits durch Anti-Katalysatoren gehemmten Oxy- 
dationsvorginge eine wesentliche Rolle spielen, und wir wollen be- 
sonders die erwihnten Hemmungen niher studieren. 


Den Herren Assistenten Dr. H. Erdtman und H. Hellstrém wollen 
wir auch an dieser Stelle fiir freundliche Hilfe bestens danken. 


' Kuhn, Wagner-Jauregg, von Klaveren u. Vetter, Zeitschr. f. physiol 
Chem. 284, 196, 1935. — # Die blaufluoreszierende Substanz -- welche 
der eine von uns (A. Brandt) aus Corpus luteum angereichert und niher 
untersucht hat (Kuler u. Brandt, Sv. Vet. Akad. f. Kemi 11B, 51, 1935; 
Naturwiss. 23, 544, 1935) —— diirfte kaum zu dieser Substanzgruppe gehoren. 
Wie schon in einer vorlaufigen Mitteilung erwihnt, konnten wir in unseren 
blaufluoreszierenden Lésungen ein Spektrum nachweisen, welches dem de- 
Follikulins sehr nahe steht. Auch in wasserigen Follikulinl6sungen haben 
wir die blaue Fluoreszenz beobachtet. Was Sterine betrifft, so fluo- 
resziert reines Cholesterin nicht, wohl aber nach Rosenheim Ergosterin. — 
8 Euler, Hellstrém u. Brandt, Naturwiss. 23, 486, 1935. — * H. Hellstrém, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11, B, Nr. 11, 1933. 
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Uber den Lingenzuwachs junger Ratten bei zureichender und 
unzureichender Vitamin-A-Zufuhr. 


Von Maj Malmberg. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Vitamin-A-Wirkung auBert sich — wie kirzlich! auf Grund der 
Versuche von Euler und G. Schmidt? betont wurde primar in einer 
vermehrten Bildung von Purin-Stickstoff; in der durch die erhéhte 
Purinsynthese vermehrten Kernbildung sehen Euler und Schmidt die 
Ursache der Wachstumswirkung des Vitamins A. 

In chemischer Hinsicht miissen diejenigen Reaktionsphasen der 
Purinbildung, an welchen die Vitamin-A-Wirkung einsetzt, reaktions- 
kinetisch untersucht werden; andererseits besteht eine der néachst- 
liegenden biologischen Aufgaben dieses Gebiets darin, die als Vitamin- 
A-Test haufig verwendete Gewichtszunahme der Versuchstiere ein- 
gehender zu studieren, insbesondere festzustellen, welche Organe und 
(iewebe besonders die Gewichtszunahme bedingen und welche Stoff- 
ansatze — Fette, Proteine, Kohlenhydrate oder Mineralstoffe — dabei 
hauptsachlich in Betracht kommen. 

Es wurde in diesem Institut schon friiher gezeigt, daB die Gewichts- 
zunahme von Ratten bei ausreichender oder iiberschiissiger Vitamin- 
A-Versorgung dureh die Eingabe gewisser Mengen von Thyroxin kom- 
pensiert werden kann. Immerhin war damals noch nicht entschieden, 
ob es sich dabei um antagonistische Wirkungen an den gleichen Zellen 
handelt, oder ob sich nur zwei biochemisch voneinander unabhangige, an 
verschiedenen Stellen des Kérpers eintretende Wirkungen gerade 
aufheben. 

Die K6érperlange wird wesentlich durch das Wachstum des Skeletts 
und der Skelettmuskeln bestimmt, also primar durch die Bildung der 
Knorpelzellen, welche dann der Verknécherung unterliegen. Die Frage, 
ob die Vitamin-A-Wirkung im Laingenwachstum zum Ausdruck kommt, 
konnte man also in der Weise experimentell angreifen, daB man zunichst 
die A-Wirkung auf die Knorpelbildung, etwa der wachsenden Réhren- 
knochen untersucht. Solche Versuche beabsichtigen wir hier auszufiihren?®. 

Vor etwa einem Jahr haben Orr und Richards* Messungen der 
gesamten K6rperlinge und der Schwanzlinge an wachsenden Ratten, 


1 Euler u. Malmberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 282, 1, 1935. 
* Kuler u. G. Schmidt, ebenda 228, 215, 1934. — * Der Effekt, welchen wir 
bei der Vitamin A-Priifung messen, ist die Geschwindigkeit des Stoffansatzes 
und hingt wesentlich zusammen mit der Anzahl Zellteilungen pro Zeiteinheit. 
— 4 Orr u. Richards, Nature 138, 255, 1934; Biochem. J. 28, 1259, 1934. 
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welche unter Vitamin-A-Mangel lebten, ausgefiihrt. Sie kommen zum E: 
gebnis, daB in A-avitaminotischen Ratten das Langenwachstum noch for 
dauert, wenn die Gewichtszunahme schon aufgehért hat. Post mortem 
Untersuchungen an Réhrenknochen ergaben nach Orr und Richards, dai 
die Beziehung zwischen Kérpergewicht und Knochenlinge, welche bei 
normaler Diat besteht, bei A-Mangel nicht mehr statthat.  ,,The bones 
have continued to increase in length while the animal has been losing 


weight. The weight curve is thus not a true index of skeletal growth.’ 


Resultate, 


Unsere Ergebnisse kénnen wir in den folgenden Abbildungen 1 bis 4 
zusammenfassen : 


———— 
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Abb. 1. Carotin-haltige Kost. Abb. 2. 
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Langenzuwachs junger Ratten usw. bei Vitamin A-Zufuhr. 


1. Ohne zu iibersehen, daB unser Material fiir eine quantitative Er- 
ledigung der gestellten Frage zu klein ist, glauben wir doch behaupten zu 
kénnen, daB unsere Erfahrungen, auch wenn wir nur die hier angegebenen 
12 Versuchspaare von Ratten in Betracht ziehen, keine Stiitze fiir die 
Auffassung von Orr und Richards (\.c¢.) bilden, nach welcher in A- 
avitaminotischen Ratten das Langenwachstum noch fortsetzt, wenn die 
Gewichtszunahme schon aufgehért hat. Der Vergleich zwischen 
Abb. 1 und 2 mit den Abb. 3 und 4 zeigt, daB bei Tageszusatz von 20 y 
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Abb. 3. Carotin-freie Kost. Abb. 4. Carotin-freie Kost. 


Carotin zur Vitamin A-freien Kost die Zunahme der Schwanzlange 
gegentiber den Parallelversuchen vergréBert ist. 

2. In 2 Versuchsreihen (Abb. 5 und 6) sind wir auf eine friihere 
Fragestellung, nimlich den Antagonismus zwischen A-Vitamin und 
Thyroxin, zuriickgekommen. Die ersten Versuche tiber die Méglichkeit, 
den durch Thyroxinzufuhr eintretenden Kérpergewichtsverlust durch 
A-Vitamindosen zu kompensieren, stammen aus diesem Institut! 
und hier hat auch J. Abelin® in einer bemerkenswerten Arbeit diese 
Beziehung an Meerschweinchen naher studiert und bestatigt. Unter 

' Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, 20, 1932; Zeitschr. f. physiol. Chem. 
213, 21, 1932. * Ahelin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 109, 1933. 
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weiteren Arbeiten tiber die in Rede stehenden Beziehungen seien di: 
jenigen von Fasold und Peters! sowie von Schneider und Widmann: 


erwahnt. Der Antagonismus zwischen A-Vitamin und Thyroxin lift 
sich auch, wie Lufinger und Gottleb® zeigten, an Kaulquappen vei 
folgen. Man kann namlich die Beschleunigung der Metamorphose dure); 

—— Thyroxin vermittels A-Vitamin  auf- 
mite heben. Weitere Literatur findet man 





(97 Thyroxin | 
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Abb. 5. 


in einer Ubersicht von J. Abelin*. Die in den Abb. 5 und 6 wieder- 
gegebenen 5 Versuchspaare deuten unserer Meinung nach darauf hin, daB 
die dureh Thyroxin verminderte Gewichtserhéhung durch Carotin 
auch in der Zunahme der Schwanzlinge zum Ausdruck kommt, wenn 
auch der Thyroxinzusatz zur A-freien Kost die Kérpergewichtszunahme 
stiirker beeinfluBt als den Zuwachs der Schwanzliinge. Der Zuwachs des 
Schwanzes, wie auch des ganzen Skeletts wird in erster Linie bestimmt 
durch die Geschwindigkeit der Knorpelbildung, die ihrerseits durch die 
Vitamin-A-Zufuhr geférdert wird. 

1 Fasold u. Peters, Zeitschr. f. exper. Med. 92, 57, 1933. 2 Schneider 


u. Widmann, Klin. Wochenschr. 1934, S. 1497. — * Hufinger u. Gottlieb, Klin. 
Wochenschr. 1933, 8. 1397. — 4 Abelin, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 4, 120, 1935. 
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Zur Biochemie des Bacillus mesentericus hydrolyticus, 
einer neuen Type des Bac. mesentericus yvulgatus. 
Von 
Siegwart Hermann und Paul Neusehul. 


‘Aus dem bakteriologischen FEorschungsinstitut Dr. Siegwart Hermann, 
Dozent an der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Bei der Suche nach einem Enzym oder Enzymgemisch, das in 
ihnlicher Weise wie das von Grassmann und Rubenbauer! dargestellte 
Luizym, Cellulose bzw. Hemicellulosen oder Pektine abzubauen vermag, 
untersuchten wir verschiedene Mikroorganismen auf ihre enzymatischen 
Wirkungen. 

Unter anderem beobachteten wir auf einer Karotte, die einige Tage 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde, das Auftreten eines ziemlich 
tief eingefressenen Loches, da sich im Laufe weniger Tage vergréBerte 
und vertiefte und mit einem gelblichen Schleim iiberzogen war. Von 
diesem Schleim, der sich als Produkt der Tatigkeit von Mikroorganismen 
erkennen lieB, wurden geringe Mengen auf Agarplatten iiberimpft und 
daraus u. a. ein Bazillus reingeziichtet, dem die beschriebene Wirkung 
auf die Karotte im wesentlichen zuzuschreiben war. 

Die morphologische Untersuchung der Reinkultur ergab, daB es sich 
um grampositive Staébchen handelt, deren Linge im allgemeinen 2,6 bis 
3,5 u, Ceren Breite etwa 0,6 uv. betrug, die in jungen Kulturen starke Kigen- 
bewegung und peritriche BegeiBelung zeigten. Sie waren haufig zu kurzen, 
manchmal auch zu langen Ketten angeordnet und bildeten in alteren 
Kulturen rundliche Sporen. In anaeroben Kulturen wuchsen sie nicht, oder 
héchstens sehr schlecht, so daB sie als Aerobier bezeichnet werden kénnen. 
Sie verfliissigten Gelatine, in Bouillon- oder Peptonlésungen bildeten sie 
weder Schwefelwasserstoff noch Indol, Milch wurde koaguliert und das 
Koagulum nach einigen Tagen in Lésung gebracht. Alle diese Tatsachen, 
ebenso wie das makroskopische Bild der Wiirze- oder Bou'llonagarkulturen 
sprechen fiir eine Zugehérigkeit des untersuchten Bacillus zur Gruppe des 
Bacillus mesentericus vulgatus. 


Verhalten gegen verschiedene Gemiisearten. 


Der Fundort auf der Karotte lieB vermuten, daB diese und ahnliche 
Gemiisearten giinstige Nahrbéden fiir den untersuchten Mikroorganismus 
darstellen. Auch in der Literatur fanden wir Hinweise dafiir. So be- 
schrieb Vignal?, daB Bacillus mesentericus vulgatus imstande ist, die 

1 W.Grassmann u. H. Rebenbauer, Miinch. med. Wochenschr. 1931, 


S. 1817. — 2 Vignal, Le Bacillus mesentericus, Paris 1889, zit. nach Lafar, 
Handb. d. techn. Mykol. 4, 358. 
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Mittellamelle des lebenden Pflanzengewebes zu lésen. Auch bei di 
Rotte der technischen Gespinstfasern! werden diese Mikroorganisme 
in Gemeinschaft mit anderen, ihnlich wirkenden gefunden. Das w 
erwunschte Weichwerden von Salzgurken und das Schleimig- und Faden 
zichendwerden von Brot und ahnlichen Mehlprodukten wird ebenfalls 
auf Bacillus mesenterius vulgatus zurickgefiihrt. 

Zur Untersuchung der EKigenschaften unseres Bakteriums lieBen wit 
es entweder in Nahrlésungen wachsen, die feingeriebenes Gemiis: 
Kartoffeln oder dergleichen suspendiert enthielten, oder aber wir priiften 
die enzymatische Wirksamkeit verschiedener beimpfter Lésungen in de 
Art, daB wir gleiche Mengen derselben auf Gemiise- oder Kartoffe! 
scheiben durch bestimmte Zeiten und bei bestimmter Temperatur ein 
wirken lieBen. Durch Zusatz von Toluol wurde in letzteren Fallen das 
Weiterwachsen der Mikroorganismen verhindert. Wir fanden bei diese: 
Art der Untersuchung, daB sowohl verschiedene Nahrlésungen, in denen 
die Bakterien eine gewisse Zéit gewachsen waren, als auch daraus herge- 
stellte Enzympraparate den Zerfall des Zellverbandes der verschiedensten 
Gemiise bewirken. Am deutlichsten ist dieser Zerfall, bzw. ein teilweises 
Aufliésen, an Gurkenscheiben zu beobachten. Zu diesem Zweck wurden 
rohe, geschalte Gurken in Scheiben von etwa !/, em Dicke geschnitten 
Zu je einer solchen Scheibe, die in eine Petri-Schale gelegt wurde, wurden 
30 cem der zu untersuchenden Lésung und 5 ccm Toluol zugesetzt und 
das Ganze bei 37°C beobachtet. Mit einem Glasstab wurde nach ge- 
wissen Zeiten der Widerstand gegen das DurchstoBen gepriift. In den 


Tabellen wird mit + und +-+ ein oberflachliches Erweichen in ver- 


schiedenem Grad angezeigt werden, mit +--+ -+ und ++ +4 ein Zerfall 


der Gurkenscheibe bzw. das Nichterweichen eines geringeren Teiles und 


mit ++-+-+-4+ die vollstindige Lésung des Zellverbandes angegeben 


werden, wobei in letzterem Falle ein leichtes Umriihren mit dem Glasstab 


eine weitgehend homogene Suspension der abgebauten Gurkenbestand- 
teile bewirkte. 

In den meisten Fallen wurden Kartoffelscheiben von 3 bis 4mm 
Dicke in die gleiche Lésung mit eingebracht. Hier war der Zerfall nie so 
weitgehend wie bei der Gurke, doch war in wirksamen Lésungen haufig 
der gréBte Teil der Zellen aus dem Verband herausgelést. Das war 
daran zu erkennen, daB durch leichtes Reiben mit dem Glasstab das 
Kartoffelstiick in kleinste Teile zerfiel. Rohe Karotten-, Kohlrabi- und 
Radieschenscheiben, sowie zerkleinerte Schnittbohnen wurden von den 
Enzym- oder Bakteriensuspensionen weitgehend erweicht, was besonders 
bei den Kohlrabistiickchen zu einem vollstandigen Zerfall fiihrte 


' Beijerinck u. van Delden, zit. nach Lafar, Handb. d. techn. Mykol. 


3, 276. 
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Um zu studieren, ob diese Lésungen auch einen giinstigen EinfluB 
uf gekochte Gemiise haben, wie sie gewéhnlich zur menschlichen 
Nahrung dienen, wurden verschiedene Gemiisesorten zuerst in kochsalz- 
haltigem Wasser weichgekocht, abgekiihlt, das Wasser abgegossen. 
Nach Behandeln mit wirksamen Lésungen zeigte sich, daB gekochte 
Karottenscheiben beim Beriihren mit dem Glasstab leicht in kleine Teile 
zerfielen, wahrend die Kontrolle bedeutend schwerer zu zerteilen war, 
Noch deutlicher war die Einwirkung bei gekochten Kohlrabischeiben. 
Diese zerfielen, fast ebenso wie es oben bei der Gurke beschrieben wurde. 
in kleinste Teile, wahrend die Kontrolle ohne Enzyme vollkommen hart 
und fiir den Glasstab nicht durchstoBbar war. Bei gekochten, frischen 
Erbsen zersprang die auBere umhillende Haut nach der Einwirkung 
des Enzyms, bzw. der Bakteriensuspension nach leichtem Druck mit dem 
Glasstab, wihrend sich dieser Vorgang in der Kontrolle nur ganz be- 
deutend schwieriger bewerkstelligen lieB. Bei Schnittbohnen waren 
sowohl Bohnen als auch Schoten leicht zerreibbar, viel leichter als bei 
der Kontrolle. Auch gekochte und zerschnittene Herrnpilze waren nach 
der Behandlung deutlich erweicht. 


Wachstum des Bazillus in verschiedenen Nihrlésungen und ihre enzymatische 
Wirksamkeit. 

In den Tabellen I] und II ist das Wachstum der Bakterien und die 
Wirksamkeit der bakterienhaltigen Suspensionen gegeniiber Gurken- bzw. 
Kartoffelscheiben angegeben. Die Priifung erfolgte wie oben beschrieben, 
ebenso die Angabe des Wirkungsgrades. Wir lehnten uns dabei an die 
von Silberschmidt! angegebene Methodik an, die er bei der Auswertung 
des aus Aspergillus oryzae gewonnenen Fermentgemisches anwandte. Den 
Tabellen laBt sich entnehmen, da der untersuchte Stamm auf den 
verschiedensten Niahrlésungen tppig gedieh. Als beste Nahrsubstrate 
erwiesen sich diejenigen, welche neben organischem Stickstoff (Hefe- 
wasser, suspendierte Trockenhefe, Bierwiirze oder Pepton) pflanzliche 
Cellulosen bzw. Hemicellulosen enthalten. Die Bazillen wachsen in 
diesen Substraten in Form von ziemlich dicken, weiBlich bis bréunlich 
gefarbten, meist stark gefalteten Hautdecken. Interessant ist, daB bei 
Kultivierung in cellulose- bzw. hemicellulosefreien Nahrmedien das 
Wachstum und die Wirksamkeit sich stark andert. So entsteht in 
reinem, verdiinntem Hefewasser auf der klaren Fliissigkeit stets nur eine 
matte, papierdiinne Hautdecke, die schon beim leichten Schiitteln 
zerfallt und in kleinsten Flocken zu Boden sinkt. Setzt man demselben 
Hefewasser 2°, Traubenzucker zu, so zeigt sich das Wachstum nur in 
einer duBerst diinnen Papierhaut, jedoch in einer starken Triibung der 


' K. Silberschmidt, Miinch. med. Wochenschr. 19381, S. 1819. 
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Biochemie des Bacillus mesentericus hydrolyticus usw. 


labelle Il. Wachstum des B. mesentericus hydrolytieus in Sus 

ensionen von <zerriebenen Kartoffeln mit verschiedenen 
Zusiaitzen. 

iis wurden je 250 cem der Suspension in 500er Erlenmeyer eingefiillt. und 

ch ausreichendem Sterilisieren aus Kulturen in Kartoffelsuspension 

beimpft. Die Temperatur betrug 24°, die Untersuchung erfolgte nach 
8 Tagen. 





: Priifung auf 
Nihrsubstrat Aussehen Anmerkung 
Gurke Kartotfel 


5% Kartottel 
+ 1,6°,, Trockenhefe 


10% Kartoffel Braunliche, — starke, t+++4 ++ ee fast 
ror ae i : ‘an : eR neutral. 
+ 0.5% Trockenhefe faltige Hautdecke. Jod: Braun- 


Urspriinglich fast firbung 
gallertige, schwer 

bewegliche Losung 

ist jetzt leicht be- 

weglich 


10°, IKartoffel in Dasselbe t++4 ++ Dasselbe 
Bierwiirze yon 1° 
Balling 

10°, Kartoffel in Dasselbe t++4 + + Dasselbe 
Hefewasser 1:4 


10%  Kartoffel in Dasselbe $++4 Dasselbe 
Hefewasser 1:19 


gesamten Fliissigkeit. In reiner Wiirze von 4° Balling bildet sich schon 
nach kurzer Zeit eine verhaltnismaBig dicke, faltige Hautdecke, die sich 
etwas an der Glaswand emporzieht und bedeutend starkeren Zusammen- 
halt besitzt, als die auf anderen Nahrsubstraten gewachsenen Haut- 
bildungen. 

Mikroskopisch ist das Bild der Hautdecken im allgemeinen ziemlich 
ahnlich. Es zeigen sich nach kiirzerer Zeit einzelne Stabchen, seltener lange, 
fadenférmige Ketten, in alteren Kulturen hiufig Sporen. In den triiben 
Hefewasser-Traubenzuckerlésungen fanden wir stets lange, diinne Stiibchen 
zum Mehrteil in Ketten angeordnet, daneben wenig Kurzstabechen. 

Auch die Wirksamkeit der durch Toluol abgetéteten Bakterien- 
suspensionen gegentiber Kartoffel- oder Gurkenscheiben ist verschieden. 
Die geringste Wirkung zeigen die Hefewasserlésungen mit und ohne 
Zusatz von Traubenzucker und diejenigen Kartoffelsuspensionen, die 
nur 5 bis 10% geriebener Kartoffel enthalten. Etwas besser ist die 
Wirkung der Wiirzelésungen, der 1°% igen Peptonlésung und der 
2'/,%igen Trockenhefesuspension. Die besten Wirkungen erzielt man 
jedoch, wenn man Kartoffel- oder Riibensuspensionen organischen 
Stickstoff in Form von Hefewasser oder Wiirze zusetzt. Dabei geniigt es, 
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wenn man einer 10°,igen Kartoffelsuspension Wiirze von 1° Balling od: 
Hefewasser in der Verdiinnung 1: 19 zusetzt um maximale Wirkunge) 
zu erziclen, 

Bildung von wesentlichen Sauremengen konnten wir in keinem Falk: 
nachweisen. Dagegen beobachteten wir, daB die anfiainglich viskose) 
Kartoffelsuspensionen im Laufe der Einwirkungszeit der Bakterien sic! 
verfliissigten. Analog anderte sich die Jodstarkereaktion in der Art, dal; 
die anfangliche Blaufarbung einer Rot- bis Rotbraunfarbung wich. Ds 
die Hydrolyse der Starke vom Wachstumszentrum der Bakterien, also 
von der Oberfliche der L6sung den Ausgang nahm, konnte dieser Effekt 
wesentlich beschleunigt werden, wenn die GefaiBe mit den Kartoffe! 
suspensionen nach gewissen Zeiten geschittelt wurden. Dadurch wurden 
frische Starkemengen an die Oberflache gebracht, die von der sich neu 
bildenden Bakterienhaut hydrolysiert werden konnten. 

Im weiteren Verlauf der Priifung wurde versucht, die Bazillen auf 
kiinstlichen Nahrlésungen zu ziichten, die frei von organischem Stickstoff 
waren. So wurden drei verschiedene Lésungen verwendet, wie sie von 
Kellermann, Mc Beth und Scales!, von Viljoen, Fred und Peterson? und 
Dubos® zur Ziichtung von Cellulosebakterien angegeben wurden. Diese 
Lésungen wurden teils ohne weitere Zusatze, teils mit Zusatzen von aus 
Schwefelsiure umgefallter Cellulose, teuls mit Filtrierpapierstreifen mit 
dem Bazillus beimpft. Auch nach langerer Zeit konnte jedoch wede1 
makro- noch mikroskopisch Wachstum, dementsprechend kein Abbau det 
Cellulose erkannt werden. 

Weiter wurden Hefewasserlésungen (1:3 verdiinnt) mit ver- 
schiedenen Substraten versetzt und beimpft und bei Zimmertemperatur 
bei 29° und bei 52° beobachtet: 

2%, lisliche Starke: Nach 12 Tagen war in allen Lésungen deutliches 
Wachstum erkennbar. Die Reaktion war neutral, Fehling positiy 
Jodreaktion gab rote bis rotbraune Farbung. 

2°, Kartoffelstarke : Nach 12 Tagen war ebenfalls starkes Wachstum 


erkennbar. Reaktion gegen Lackmus neutral, Fehling positiv, Jod 
reaktion rot. Die anfinglich gallertige Flissigkeit war jetzt leicht 


beweglich. 

0.54 Watte in 50 ccm verdiinntem Hefewasser: Nach 12 Tagen wai 
besonders in den Lésungen bei Zimmertemperatur bzw. bei 29° ziemlich 
starkes Wachstum erkennbar. An der Oberfliche der Fliissigkeit hatten 
sich matte, kleine Hautfetzen gebildet, die sich an der Glaswand etwas 
in die Héhe zogen. Bei 52° war das Wachstum nur gering. An der Watt: 


' Kellermann, Mec Beth, Scales, Centralbl. f. Bakt. IL. Abt., 39, 502, 1913 
> Viljoen, Fred u. Peterson, zit.nach Tetrault, ebenda II. Abt., 81, 29, 1930 
3 Dubos, J. of Bact. 15, 223, 1928. 
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elbst war in allen Fallen weder makro- noch mikroskopisch ein Angriff 
erkennbar, die Reaktion der Lésung war neutral, Fehling negativ. Auch 
n Lésungen, die 1°, aus Schwefelsdure gefallter Cellulose in Hefewasser 
enthielten, war zwar schwaches Bakterienwachstum, doch nirgends 


Celluloseabbau nachweisbar. Die Reaktion war i:berall neutral, Fehling 


negativ. 


Im Gegensatz hierzu beobachteten wir in Hefewasser, das Cellulose 
aufgeschwemmt enthielt, die aus Schweizer Reagens umgefallt worden 
war, schon nach 2 Tagen eine deutliche Triibung und eine matte, weiBe 
Papierhaut, die sehr leicht in Fléckchen zu Boden sank. An dem Aus- 
sehen der Lésung anderte sich auch nach langerer Beobachtungsdauer bei 
29° nichts Wesentliches; die Reaktion war sehr schwach alkalisch, 
Fehling negativ. Nach etwa 2 Monaten wurde sowohl in den beimpften, 
als auch in den unbeimpften Lésungen die Cellulose durch einen Glas- 
filtertiegel filtriert und bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Dabei ergab sich, daB das Gewicht der Cellulose, das in 50 cem der 
Kontrollésungen 0,64 g betrug, infolge der Bakterientatigkeit um 0,042 g, 
das ist um 6,6°,. abgenommen hat. Eine gewisse, wenn auch immerhin 
geringe cellulosespaltende Wirkung des Bazillus ist demnach nicht von 
der Hand zu weisen. 


In der Tabelle II] ist das Wachstum der Bakterien und die Wirkung 
ihrer abgetéteten Suspensionen in 10°%igem Kartoffelbrei mit Hefe- 
wasser 1:19 in Abhangigkeit von Temperatur und Bebriitungsdauer 
angegeben. Das stiirkste Wachstum und die intensivste Wirksamkeit 
konnte bei einer Temperatur von 29° C erzielt werden, da hier schon 
nach 5 Tagen sowohl Gurken-, als auch Kartoffelscheiben kraftig er- 
weicht wurden. 


Darstellung von Enzymtrockenpriparaten. 


Da es nicht méglich war aus der abfiltrierten klaren Nahrlésung, in 
der die Bakterien gentigende Zeit gewachsen waren. Enzympraparate 
herzustellen, schlugen wir andere Wege ein. In den meisten Fallen 
wurden in dem Kolbeninhalt, der also abgebautes und restliches Nahr- 
substrat, sowie zahlreiche Bazillen enthielt, die Mikroorganismen mit 
Toluol abgetétet und die gesamte Fliissigkeit bei niedriger Temperatur 
zur Trockene eingedampft. Je nach der verwendeten Nahrlésung er- 
hielten wir so entweder schmierige, schlecht pulverisierbare Massen oder 
trockene, leicht zerreibbare Praparate. Die besten Resultate erzielten 
wir aus Kartoffel- oder Futterriibensuspensionen. So erhielten wir aus 
1000 cem beimpfter Nahrlésung, die zu 10°, ihres Volumens zerriebene 
Futterriibe enthielt, 11,5 g einer schwarzlichen Masse, die nach dem 
Trocknen gut pulverisierbar und wenig hygroskopisch war. Suspendierten 
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wir 0,1 g dieses Praparats (was etwa 9ccm des urspriinglichen Nahr- 
substrats gleichkommt) in 25 ccm Wasser, so wurde eine eingebrachte 
Gurkenscheibe binnen 24 Stunden bei 37° vollstandig erweicht. In 
ahnlicher Weise konnten auch aus anderen Nahrsubstraten, insbesondere 
Kartoffelsuspensionen, stark wirksame Priparate erhalten werden. 

Um eine gewisse Reinigung der Praparate vorzunehmen, wurden 
weitgehend abgebaute Kartoffelsuspensionen mit iiberschiissigem Alkohol 
gefallt, die flockige, braune Fallung rasch abzentrifugiert und getrocknet. 
Auf diese Art erhielten wir mengenmabig ungefahr den vierten Teil des 
Gewichts an Endprodukt, als beim direkten Einengen. Die dunkel- 
braune, pulverisierbare Masse hatte annahernd drei- bis vierfache 
Wirksamkeit gegeniiber dem eingedunsteten Produkt. 


Kinflu& der Wasserstoffionenkonzentration, bzw. der Menge an Enzym- 
priiparat auf die Wirksamkeit. 

In den Tabellen IV und V ist der EinfluB der Wasserstoffionen - 
konzentration, die durch Zugabe einer geniigenden Menge Puffers ein- 
gestellt wurde, bei gleicher Menge an Enzympraparat, baw. der EinfluB 
der Menge an Enzympraparat bei gleichbleibendem py = 6 auf ver- 
schiedene Gemiisesorten dargestellt. Diese zeigen, daB die Enzyme ihre 
optimale Wirksamkeit bei py = 6 bis 7 entfalten. Bei p, 5 ist die 
Wirksamkeit etwas verringert, ebenso bei py 8. Im alkalischen 
Gebiet bei py = 9 ist ihre Wirksamkeit noch deutlicher herabgesetzt. 

Innerhalb der einzelnen Gemiisesorten zeigen sich jedoch gewisse 
Unterschiede, insofern als z. B. die Einwirkung auf gekochte Kohlrabi- 


Tabelle IV. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Wirkung des Enzyms. 

Je 1,5 g Priparat in 20 cem Wasser und 10 cem Putferl6sung suspendiert 

und mit 5 cem Toluol tiberschichtet, 24 Stunden bei 37°C behandelt. 





Schnitt- 
bohnen, 
gekocht 


, “_ Gurke, Kartoffel, Kohlrabi, | Karotten, 
PH Puffer roh roh gekocht gekocht 


Citrat-Puffer 
Kaliumbiphosphat- 
Borax-Puffer 
Kaliumbiphosphat- 
Natriumhydroxyd- 
Puffer 
Borax -Borsiure- 
Puffer 
Borsaure-Natrium- 
h droxyd-Putfer 


6 
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Tabelle V. Abhangigkeit der Enzymwirkung von seiner Meng: 
Verschiedene Mengen des Priparats wurden in 20 cem Wasser und 10 cen 
Kalium-Biphosphat-Borax-Puffer (px 6) suspendiert und unter 5 cen 
Toluol 24 Stunden bei 37°C auf die verschiedenen Substrate einwirke: 





gelassen. 

Enzymmenge Gurke, Kartoffel, Kohlrabi, Karotte, = Erbsen 
ing roh roh | gekocht gekocht gekocht gekocht 
0.15 4. be 4. + + n 4 2 
0,25 rage 4 L 4 1 i ‘2 
0.5 1 4 } 4 fe oh of ob 1 } 
1.0 eee ae | had — L 
1.5 ae 4 be Aaah Ha he ha of J ofa ok ‘4 bo 

4 Kontrolle d 6 6 a 0 

0,5 Luizym ++4 

0,82g Taka- | | P 

diastase | 


scheiben vom px viel weniger abhangig ist, als z. B. die Wirkung gegen 
iiber rohen Kartoffelscheiben und gekochten Karotten. 

Der Einflu®B der Enzymmenge auf den Abbau der Gemiisescheiben 
ist aus der Tabelle V geniigend deutlich evsichtlich, so daB sich eine 
weitere Besprechung eriibrigt. Zum Vergleich fiihren wir in dieser 
Tabelle die Werte an, die wir erhielten, wenn wir eine Suspension von 
0,5 g (= 1 Tablette) des aus Aspergillus oryzae dargestellten Ferment- 
praparats ,,Luizym‘ in 20 cem Wasser, bei Zusatz von 10 cem Puffer 
(pu 6), sowie eine Suspension von 0,32 g (== 1 Tablette) Takadiastase 
(Parke, Davis & Co.) in demselben Suspendierungsmittel auf Gemiise 
scheiben einwirken lieBen. Luizym wirkt nach unseren Versuchen 
sowohl auf Gurke und Kartoffel, als auch z. B. auf Radieschenscheiben 
in ahnlicher Art ein, wie das von uns dargestellte Enzympriaparat. Dic 
Wirkung des Luizyms ist eher schwacher, wobei wir zum Vergleich nur 
eines unserer mittelstarken Praparate verwendeten, das wie oben be- 
schrieben, durch Eindampfen einer beimpften Kartoffelsuspension her 
gestellt wurde. Takadiastase zeigte keine merkliche Kinwirkung auf 
Gurke oder Kartoffel. Insbesondere konnten wir keinen Abbau de: 
innerhalb der Zellwande liegenden Starke beobachten. 


Vergleich der biochemischen Eigenschaften der beschriebenen Type mit den 
Eigenschaften ihnlicher Bazillen. 
a) Einwirkung auf verschiedene Zucker und auf lésliche Starke. 
Einige Zucker und lésliche Starke wurden zu 2°, 3%, bzw. 5° 
in verdiinntem Hefewasser gelést, beimpft und bei 29°C beobachtet 
In allen Fallen lieB sich ein Wachstum der verschiedenen Bakterien 
nachweisen, die Lésungen waren getriibt oder hatten eine Hautdecke 
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Nach gewissen Zeiten wurde untersucht. Saurebildung war in keinem 
Halle nachzuweisen, ebensowenig eine Gasbildung, die auBerdem noch 
im Garréhrchen gepriift wurde. Trotzdem verbrauchen die Mikro- 
organismen, wie aus der Tabelle VI hervorgeht, einen Teil des zu- 
gesetzten Zuckers. Wahrend dieser Abbau bei unserem Stamm je nach 
der Zuckerart bis zu 60°, betrug, konnte bei den Kulturen mit Bac. 
vulgatus, Bac. mesentericus Fliigge und Bac. mycoides (alle von Prof. 
Dr. Ernst Pribram, Wien bezogen) ein Verbrauch von maximal 25°, 
des zugesetzten Zuckers beobachtet werden. 


Tabelle VI. Ejintlu8 verschiedener Bazillen auf Zucker- und 
Starkelésungen. 


Je 50cem Lésung in 100er Erlenmeyer, 6 Wochen bei 29° C, 





Von 100g des zugesetzten Zuckers blieben unverindert bei 
Substrat 2 seacciaaiamacds pacirereshatet ah Haar 
B. mesentericus 


3. vulgatus B. mesenterieus coides 
B. vulgatus B. mesentericus B. mycoides hydrolyticus 





2,35°% Lavulose .... 89,4 79,6 76,6 40,7 
3,47°% Glucose. .... 90,5 95,1 79,5 84,4 
554% Rohrzucker .. . 92,2 109 89,9 89.6 
Gebildeter Invertzucker . 4 d @ 77,0 
2,01% Galaktose .... 95,0 100 94,5 72,5 
2it% Maltose..... 95,7 92.4 77,7 39,5 
211°, Milehzucker .. . 75,8 80,1 87,7 68,0 
oe oe 5 oe a oe 
| = Sx S| 2s - 
2% loésliche Starke 6 dun- 6 | dunkel- ++.» braun- +++ rot- 
kelblau blau violett braun 


Ein wesentlicher Unterschied besteht auch insofern zwischen den 
untersuchten Bakterien, als der von uns reingeziichtete Stamm eine 5 °,ige 
tohrzuckerlésung im AusmaBe von 77% zu Invertzucker hydrolysiert, 
wihrend keiner der anderen Stamme auch nur die geringste Inversion 
unter diesen Bedingungen zeigt. Weiter hydrolysiert unser Stamm 2 °,ige 
Lésungen von léslicher Starke, so daB die Jodreaktion nach kurzer Zeit 
nur eine rotbraune Farbung liefert und Fehling stark positiv wird, 
wahrend die iibrigen Bazillen unter gleichen Bedingungen entweder 
keinen, oder nur einen geringen EinfluB auf Starkelésungen ausiiben. 


b) Einwirkung auf verschiedene Gemiise. 


In gleicher Weise wie oben beschrieben, wurden Bac. vulgatus, 
Bac. mesentericus Fliigge, Bac. mycoides und Bac. carotovorus in 
Futterriiben- und Kartoffelsuspensionen mit Hefewasserzusatz ge- 
ziichtet und die enzymatische Wirksamkeit dieser Suspensionen nach 
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Abtétung mit Toluol gepriift. Aus der Tabelle VII ist zu ersehen, dati 
Bac. mycoides und Bac. carotovorus keinerlei Wirkung zeigen, wahren 
Bac. mesentericus Fliigge und Bac. vulgatus Wirkungen ausiiben, di 
jedoch hinter jenen des von uns geziichteten Stammes deutlich zuriick 
bleiben. Wegen der ausgepragten hydrolytischen Wirkungen und 
wegen der in quantitativer Hinsicht deutlich verschiedenen Wirksam 
keit gegeniiber Gemiise glaubten wir, der von uns reingeziichteten 
Type den Namen Bacillus mesentericus hydrolyticus zulegen zu diirfen 


Tabelle VII. Enzymatische Wirksamkeit von Suspensionen ve 
schiedener Bazillen. 

Bazillen in 10° ,iger Kartoffelsuspension mit Hefewasserzusatz 3 Woche: 
bei 29°C gewachsen. 





Priifung auf 
Bazillus 
Gurke Kartoftel Radieschen 


Bac. vulgatus ..... 

Bac. mesentericus Fliigge 

Bac. mycoides 

Bac. carotovorus oes 
Bac. mesentericus hydrolyticus . 
Kontrolle 


Zusammenfassung. 


In vorstehenden Untersuchungen wird ein von einer Karotte 
reingeziichteter Bazillus beschrieben, der in seinen morphologischen 
Kigenschaften dem Bac. mesentericus vulgatus weitgehend ahnelte, sich 
jedoch durch seine ausgeprigte hydrolytische Wirksamkeit insbesondere 
gegeniiber Rohrzucker und lésliche Starke von diesem deutlich unter- 
schied, weshalb wir ihn unter dem Namen Bac. mesentericus hydro 


lytious unserer Sammlung einverleibten. Er schien uns besonders deshalb 
bedeutungsvoll, weil er in stirkstem MaBe die Eigenschaft besitzt. 
Gemiise, wie Gurken, Kohlrabi, Karotten, Erbsen, Radieschen usw. ode1 
Kartoffeln zu erweichen und den Zellverband zu lésen. In gleicher Weise 
und im selben AusmafBe wirken Enzympraparate, die aus den Bakterien 


suspensionen hergestellt wurden. 
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Uber den Zustand des Glykogens im Muskel. II’. 
VI. Mitteilung: 
Untersuchungen iiber die Polysaccharoproteide. 
Von 
Edmund M. Mystkowski, Arnold Stiller und Aleksandra Zysman. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1935.) 


Im zweiten Teil? unserer Untersuchungen iiber die Verhaltnisse, 
welche zwischen EiweiBstoffen und Polysacchariden vorliegen, beschaf- 
tigten wir uns mit PreBsaften, die aus Kaninchen-, Hunde- und Frosch- 
muskeln erhalten werden. 

Methodik. 


Die Muskeln wurden, ebenso wie in den friiheren Versuchen beschrieben 
worden ist, nach ihrer Ablésung mit physiologischer LOsung durchgewaschen. 
In dieser Untersuchung, wo es sich um die Erhaltung des Myosins im Pref- 
saft handelte, alkalisierten wir die Lésung, die zum Auswaschen benutzt 
wurde, mittels NaHCO.. Sowohl wahrend des Durchwaschens als auch 
wahrend der Ablésung der Muskeln kiihlten wir sie mit Eis. Dann wurden 
sie in einer Presse einem Druck von etwa 400 Atm. unterworfen. Den auf 
diese Weise erhaltenen Saft verdiinnten wir auf das Zwei- bis Fiinffache 
mit destilliertem Wasser und fallten mittels 3°,iger HC! die einzelnen 
EiweiBfraktionen. Die Froschmuskeln (nur m. gastrocnemius) wurden 
herausprapariert und sodann unversehrt in die auf bis 2° C abgekihlite 
Losung gebracht (0,7°, KCl oder 0,7°, KCl 1%, NaHCoO,). Dann 
wurden die Muskeln im Porzellanmoérser stark zerquetseht und durch ein 
Leinentuch koliert. AnschlieBend fallten wir, ohne die L6sung zu verdiinnen, 
die einzelnen EiweiBfraktionen. 


Ergebnisse. 


Wahrend wir in den vorhergehenden Versuchen in dem gut durch- 
gemischten Auszug die EiweiBfraktionen ausfallten, strebten wir bei den 
im folgenden mitgeteilten die Erhaltung der im MuskelpreBsaft vor- 
handenen natiiriichen Polysaccharid-EiweiB-Symplexe an. AuBerdem 
wollten wir feststellen, ob man aus den Muskeln der Kaltbliiter ahnliche 
Symplexe erhalten kann wie aus den Saugetiermuskeln. 


Der Glykogengehalt in den Froschmuskeln variiert zwischen 0,77 bis 
0,98°%, von diesen gehen in den PreBsaft 11,4 bis 17,1% iiber. Die 
Glykogenmenge, welche in den PreBsaft iibergeht, ist unabhangig davon, 
ob die Muskeln vor der Pressung zerschnitten waren oder nicht. 


’ Ausgefiihrt zum Teil mit Unterstiitzung des Fonds der Nationalen 
Kultur. — * £. M. Mystkowski, diese Zeitschr. 278, 240, 1935. 








E. M. Mystkowski, A. Stiller u. A. Zysman: 


Das Glykogen la Bt sich hi: 
in allen EiweiBfraktionen nac!} 


Glykogen 


weisen. Das an die Myosi: 
fraktion gebundene Glykoge: 
betragt 22,6 bis 26,3° der g 
samten Glykogenmenge im Saft 
Das an Globulin X gebunden 
macht 16,8 bis 45,7° der gi 
samten Glykogenmenge aus 
Der Gehalt, der sich im Trichlo: 
essigsiureniederschlag befindet, 


N 


Glykogen 


N 


Hundemuskeln. 


rarliert zwischen 19,1 bis31,1°, 

In diesem Niederschlag ist vor 
allem Myogen vorhanden, auBer 

dem die nicht ausgefallten Cber- 
reste von Globulin X und viel 
leicht auch Myosin. Uber die 
Rolle des Myogens in der Gly- 


14 und 15 
N Glykogen 


Glykogen 


N 


kogenbindung ist schwer etwas 
zu sagen; nach v. Przylecki? ist 


thenmuskeln, 


die Existenz eines natiirlichen 
Symplexes Myogen-Glykogen 
zweifelhaft. 

Aus den Zahlen, die die 
Stickstoff- und Glykogenmen- 
gen, bezogen auf 1g Hunde- 
und Kaninchenmuskeln — an- 
geben, folgt, daB aus den zer- 
hackten Muskeln sowohl be- 
deutend mehr EiweiB- als auch 
Reststickstoff austritt, wie aus 
den nicht zerkleinerten. Der 
Prozentgehalt des Glykogens in 
den einzelnen EiweiBfraktionen 
yariiert in breiten Grenzen. 
Dies ist verstaéndlich, denn es 
sind Symplexe mit umkehrbaren 
Bindungen, die von einer ganzen 
Reihe von Faktoren — vor 
allem von der Verdiinnung 


abhangig sind. 


13 Kaning 
N Glykogen 
38 


12 und 
53.8 


Glykogen 


N 
2,5 


), 
9,4 
59,4 


1 


Glykogen 
10,4 
21,0 
49.0 
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N 
9.4 
15,4 


40,2 


:. 
4 und 8 Froschmuskeln, 
170.0 


12,8 
23,6 


Tabelle 
N Glykogen 
9.6 
17,3 


' vy. Przytlecki u. Rk. Majymin, 
diese Zeitschr. 273, 262, 1934. 


Niederschlag 
Zentrifugat 


Summe 
g Muskeln 


Muskeln 





Nr. des Versuches 


CCl, COOH- 


Myosin . 
Globulin X 
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Tabelle II. 





Frische Hunde -- Kaninchen 


J) Glykogen °/9 des totalen 
im Glykogens 
Muschel im Prefsaft 1g Muskel lecem PreBsaft) 1g Muskel 1leem Prefsaft 


mgGlykogen mg Glykogen) mgGlykogen mg Glykogen 


0,79 12. 0,96 0,674 0,165 
0,77 15, 1.05 0,822 0,055 
; 1,00 0,786 0,203 * 
0,98 13,9 1,36 0,98 0,103 * 
0,78 17,1 1,31 * 1,67 0,108 
0,82 13,2 1,09 * 0,759 0,031 
0,94 Jl4 PY ag 1,409 0,128 
0,96 14,7 1,41 * 1,268 
* Zerschnittene Muskeln. 

Zusammenfassend ist zu bemerken, daB sowohl im PreBsaft, welcher 
unter hohem Druck aus den Saéugetiermuskeln erhalten wurde, als auch 
in Froschmuskeln neben den charakteristischen Eiweiffraktionen auch 
Glykogen gefunden wurde. Die Glykogenmenge, die aus dem Muskel 
austreten kann, ist nicht groB. Aus den Froschmuskeln, welche eine 
groBe Durchlassigkeit besitzen, scheiden sich unter den besten Be- 
dingungen etwa 17% des Gesamtglykogens aus. Dies spricht fiir die 
Glykogenverteilung innerhalb der Muskeln und fiir die Bindung des 
Glykogens an die strukturellen Einheiten des Muskels. Glykogen liBt 
sich nur mit den letzteren aus den Muskeln ablésen. 


Die groBen Mengen freien Glykogens, welche sekundir bei Aus- 
faillung der EiweiBfraktionen sich an Proteine binden kénnen, erlauben 
nicht zu entscheiden, ob auBer dem Glykogeno-Myosin noch andere 
Polysaccharid-EiweiB-Symplexe im Muskel eine Rolle spielen. Jedenfalls 
scheint es keinem Zweifel zu unterliegen, daB das Glykogeno-Myosin 
existiert ; es ist sehr wohl méglich, daB neben diesen auch ein Glykogen- 


Globulin X-Symplex vorhanden ist. 


Die in iblicher Weise dargestellten und getrockneten Myosin- 
priparate enthalten stets Glykogen, und zwar keineswegs in geringen 
Mengen. Im folgenden sollen nun die Eigenschaften des an Muskel- 
proteine gebundenen Glykogens, besonders seine Reaktionsfihigkeit mit 
Amylasen, naher analysiert werden. 


1. Getrocknetes Myosin. 


Da das getrocknete Myosin fast vollstindig unléslich geworden ist, so 
wurde eine 1 %ige Suspension in n/15 Na,H PO, oder 0,6n KCl + 0,4°, 
NaHCO, bereitet und 12 Stunden lang stehengelassen. Dann wurden die 
Systeme auf px 5,0, 6,0 oder 7,0 gebracht, Glykogen und vierfach verdiinnter 
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filtrierter Speichel zugesetzt. Nach 0, 7 und 24 Stunden wurden bestimn 
Mengen zur Analyse des zuriickgebliebenen Glykogens entnommen. 1D 
Glykogen wurde nach Piliiger bestimmt. 


Tabelle III. 
24ccm 1° ige Myosinsuspension (in Na,H PO, oder in NaHCO, Ix ( 


lOcem 0,35 °vige Glykogenlésung -++- L0cem Speichel 1:4. Thermostat 37 





Gefundenes Glykogen in 10 cem in mg 


5 N: ) 0,6n KCl 
njli Nag HPO, + 0.49). NaHCO 


PH 6,0 5, 7,0 6.0 


Stunden i 24 i 


Myosin + Wasser 6,1 6,1/6,8 6,1) 6,8)6,1. 6,1) 6,1! 64 61°61 6,1 

+ Ptyalin 6,1; 6,1/6,5) 6,1; 6,116.4 6,1) 6,1) 6,1) 6.1/5.8) 6,1 

+ Glykogen 13,0 10,5 9,5 13,0 12,1 9,6 13,0 13,0 11,8 13,0 8,1 13,0 
Glykogen 

+ Ptyalin 13,0} 9,3) 7,1'13,0) 9,3: 7,4:138,0'10,2' 9,3) 13,0) 7,4'13,0 


Die Zahlen der Tabelle III zeigen eindeutig, daB das Myosin sehr vie! 
Glykogen enthalt und zwar 11°. Der grobe Glykogenprozentgehalt ist 
durch die Bereitungsweise des Myosins bedingt. Es wurde nur einmal| 
aus dem Muskelauszug durch HC] ausgefallt. AuBer Glykogen enthilt 
das Myosinpraparat noch Amylase. Das zugesetzte Glykogen wird glatt 


durch die mit Myosin gebundene Amylase zerlegt. Bei px 7,0 ist dit 
Muskelamylase besonders aktiv. Die Amylase bleibt aktiv, obwohl das 
Praparat durch 0,4°%,iges NaHCO, oder Na,HPO, auf ein hohes py 
gebracht wurde. 

Das Glykogen des nativen Glykogeno-Myosins wird sowohl durch 
die im Myosin anwesende Amylase als auch durch die Speichelamylas 
nicht zerlegt. Sowohl nach 7 wie nach 24 Stunden ist die Glykogen 
menge in Systemen ohne zugesetztes Glykogen nicht verandert. Das 
zugesetzte Glykogen wird fast vollstandig durch die Muskelamylase 
und Ptyalin zerlegt. Die Geschwindigkeit, mit der das Ptyalin das 
zugesetzte Glykogen spaltet, ist viel geringer, als man aus der Kon 
zentration des Enzyms erwarten sollte. Wahrscheinlich ist das durch den 
hemmenden EinfluB des Myosins bedingt. 


2. Frische Proteinpriparate. 

Die nach der gewohnlichen, von uns angewandten Technik erhaltene 
MuskeleiweiBfraktionen wurden viermal mit Wasser gut ausgewaschen und 
nach der in der Tabelle II angegebenen Weise weiter verarbeitet. 

Die Zahlen der Tabelle [V zeigen, daB sowohl das Myosin als aucl 
Globulin X Glykogen enthalten, und zwar Myosin etwa 4,2 °°, Globulin \ 
etwa 10,4°%. Auch in dieser Weise bereitetes Glykogenomyosin ist 
gegen Amylase resistent. Auch nach 36-stiindigem Aufbewahren bei 37° 
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Tabelle IV. 
s0cem Myosin, Globulin X oder Zentrifugat 20cem Glykogen 20 com 
speichel 1:4. Thermostat 37°, pu 6,3. Myosinkonzentration 531,2 mg 
in LOO cem, Gluoblin X-Konzentration 77,2 mg/100 cem. 





Myosin Globulin X Zentrifugat 
Gefundenes Ent- Gefundenes Ent- Gefundenes Ent- 
Glykogen standene Glykogen standene Glykogen standene 
in 25cem immg Maltose’ in 25cem inmg Maltose in 25cem inmg. Maltose 
12 36 36 12 36 36 12 36 36 


0 . : . ) : : : 0 : 
Std. Std. Std. . Std. Std. Std. Std. Std. 


Wasser 5,6) 5,6) 5, 0.5 | 64 6,6 5,6 1,9 
Ptyalin 5,6) 5,6] 5, 2,8 64 64 54 2,2 
Glykogen |25,7 | 24,8 21, 3,9 | 26,0 21,1 134) 6,9 
Glykogen 

Ptyalin ||25,7; 7,4 6,8) 16,2 |26,0 81) 6,8) 16,5 |27,2) 96 9,0 
wurde nur eine geringe Menge des an Myosin gebundenen Glykogens zer- 
legt (LO bis7°,). Auch der Glykogen-Globulin X-Symplex ist nur schwer 
durch Amylase zerlegbar. Nach 12stiindiger Einwirkung des Ptyalins 
bei 37° konnte keine nachweisbare Zersetzung des Glykogens beobachtet 
werden. Nach 36 Stunden werden 15,6 °, zerlegt. Es ist sehr interessant, 
daB auch im Zentrifugat, welches nach vollstandiger Ausfaillung des 
Myosins und Globulins X nur Myogen und Rest-N enthalt, das vor- 
handene native Glykogen sehr schwer durch Muskelamylase sowie 
Ptyalin angreifbar ist. Nach 36 Stunden wurden nur 10°, des anfangs 
vorhandenen Glykogens zerlegt. 

Alle drei Fraktionen des alkalischen Muskelauszuges enthalten 
Amylase. Am geringsten ist die Wirkung der Myosinfraktion (3,5°% 
der urspriinglichen Menge Glykogen wurden nach 12 Stunden zerlegt), 
viel starker wirkt die Globulin X-Fraktion (19°,); das klare Zentrifugat 
zersetzt in derselben Zeit 30,9°% des Anfangsglykogens. Die nach 
36 Stunden Reaktionsdauer entstandene Menge reduzierender Zucker, 
als Maltose berechnet, entspricht nicht dem = zerlegten Glykogen. 
Die hier gefundenen Unterschiede kénnten durch Entstehung von 
Glucose (Willstdtter und Rohdewald) und héheren, reduzierenden Kohlen- 
hydraten erklairt werden. 

Die Tasache, daB das an EKiweiB gebundene Glykogen schwer durch 


Amylase angegriffen wird, machte die Ausfiihrung von Versuchen 
notwendig, die die Natur des Polysaccharids kontrollieren sollten. Das 
Glykogenomyosin und das Glykogenglobulin X wurden mit KOH 
hydrolysiert, dann wurde mit Alkohol ausgefillt. Der entstandene 


Glykogenniederschlag gibt eine braune Farbung mit Jod, durch Ptyalin 
bei pu 6,3 wird das geléste Glykogen fast vollstandig in Maltose zerlegt. 
3. EinfluB von Myosin, Globulin X und Zentrifugat auf die Ptyalinaktivitat. 

Es wurden Versuche zur Kinetik der Speichelamylase bei An- 
wesenheit der drei erwahnten Muskelfraktionen ausgefiihrt. In allen 
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5) 


Systemen wurde zu Beginn des Vi 


oder 


suchs eine ziemlich groBe Meng 


( 


Spalte 


Maltose beobachtet, sie stammt wah 
scheinlich von dem durch die Musk: 
amylase zersetzten Glykogen, da d 


Globulin X 


Systeme bei Serienversuchen eine 


Zentrifugat N | 


efunden, 


wisse Zeit vor dem Ptyalinzusat, 
stehen. Der Vergleich der gebildet 


Myosin, 


Maltosemengen beweist, daB das My 
osin, und zwar in Abhangigkeit vo 


von 


der Konzentration, die Geschwindig 
keit der Glykogenhydrolyse vermin 
dert. Das Globulin X hat einen akti 
vierenden EinfluB; da aber dieses 
Proteinpraparat viel Amylase enthiilt 
(Tabelle V), so ist es noch nicht ganz 
sicher, ob eine wirkliche Aktivierung 
hier angenommen werden kann. Das 
Zentrifugat hemmt, obwohl es selbst 
viel Amylase enthalt, die Speiche!- 
amylase ; dies kann seine Ursache ent 
weder in einer Enzyminaktivierung 
oder in einer Substratbeeinflussung 


0 cem: 


Mengen 
» 


Globulin X °/5 


verschiedene 
mg-Maltose in 


15 


PH 
entstanden. 


haben. 
Besprechung. 

Die Muskelamylase kann, wie 
schon aus den Versuchen von Wil 
staitter und Rohdewald! und Filipo 
wicz hervorgeht, in verschiedenem 


_ 
S 

= 
= 

LR 


Temperatur 25°, 


Zustand vorhanden sein. Aus unseren 
Experimenten ist ferner der Sehlul 
zu ziehen, daB dieses Enzym an 
Myosin, besonders aber an Globulin \ 


0 


Glykogen 
150 cem. 


Myosin © 


gebunden sein kann. Wahrscheinlich 
gibt es noch andere Arten von Desmo 
amylasen. Das Stroma wurde noch 
nicht untersucht, und auch die Li 
poide wurden nicht beriicksichtigt 
Die aus Muskel erhaltenen Sym- 


0,5 °,iges 
auf 


Wasser 


O cem 


é 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 
103, 1934. — ? Diese Zeitschr. 275, 62, 
1934. 
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plexe Glykogenomyosin und Glykogenoglobulin X sind im 
Gegensatz zu Symplexen, die v. Przylecki und Majmin' erhielten, 
viel schwerer zerlegbar. Nach viermaligem Auswaschen der er- 
haltenen Polysaccharid - Protein - Priparate mit Wasser enthalt das 
Glykogenomyosin noch etwa 4°, das Glykogenoglobulin X etwa 10°, 
Glykogen. Es ist irreversibel gebunden. Das bestatigt die Annahme von 
y. Przytecki, daB in Abhangigkeit vom Myosinzustand zwei Arten von 
Symplexen existieren kénnen. Die Hypothese dieser Autoren, daB die 
Labilitat des Symplexes im Muskel in Abhangigkeit vom Myosinzustand 
verschieden ist, wird somit noch wahrscheinlicher. 

Die aus Muskel erhaltenen Symplexe sind sehr schwer durch zu- 
gesetzte Speichelamylase auch bei optimalem py zerlegbar. Dies wird 
wahrscheinlich durch die Bindung des Polysaccharids an das Protein 
bewirkt, da das durch Hydrolyse mit KOH vom Eiweif befreite 
Glykogen glatt bis zu Ende gespalten wird. 


Herrn Prof. v. Przytecki danken wir fiir die dieser Arbeit gewahrte 
Unterstiitzung. 


1 Diese Zeitschr. 273, 262, 1934. 








Uber die Hydrolyse des Phenylalanins. 
Von 
Emil Baur und G. Schindler. 
(Aus dem physikalisch-chemischen Laboratorium der Eidgendéssisch: 
Technischen Hochschule in Ziirich.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wir haben vor Jahresfrist in dieser Zeitschrift! Versuche mitgeteilt 
uber das Verhalten einer reinen wasserigen Lésung von Phenylalanin, dic 
luftfrei tagelang bei 80° erhitzt wird. Es hatte sich ergeben, dab ein 
Umsatz eintritt nach der Gleichung: C,H,CH,CH NH, COOH 

2H,0 = C,H,CH,CH,OH + NH, + HCO). Der Unmsatz_ ist 
beschrankt, es stellt sich ein Gleichgewicht ein, das dem Massenwirkungs 
gesetz fiir diese Reaktionsgleichung folgt. Des weiteren wurde gefunden 
da ein wasseriger Auszug aus Knochenkohle (,,Kochsaft*') das Gleich 
gewicht nach der Seite des Zerfalls verschiebt. Teils um den Charakte: 
des Gleichgewichts zu erharten, teils um die Natur der Einwirkung des 
Kochsaftes festzustellen, den wir uns gestatteten, als ,,Ferment™ zu 
bezeichnen, war es geboten, die Untersuchung fortzusetzen zur Be 
handlung der folgenden Fragen: 1. gibt es eine Umkehr der Reaktion / 
2. wie wirkt ein Zusatz der Reaktionsprodukte auf das Gleichgewicht / 
3. wie verhalt sich die Reaktionsgeschwindigkeit ? 4. wie verschiebt sich 
das Gleichgewicht mit der Temperatur? 5. wie groB ist die Warme- 
ténung ? 6. schlieBlich wird noch die Fermentwirkung bei der ,,alko 
holischen Garung des Phenylalanins* bei h6herer Temperatur untersucht 


Die Umkehrbarkeit. 


Man versetzt das fertige Aminolysat mit den Reaktionsprodukten 
in passender Menge, erhitzt im verschlossenen GefaB bei 80° 48 Stunden 
weiter und bestimmt den Ammoniaktiter nach dieser Zeit. Es wurde 


gefunden : 
Das Destillat von 200 cem, enthaltend 2g Phenylalanin, nach Ei 
reichung des Reaktionsendpunktes, verbraucht 3,1 cem 0,05 n H,SO,. 
Nach weiteren 48 Stunden auf Zusatz von 1. 0,02 g NH,HCO,, ab 
ziiglich des zugesetzten NH,, 3,2 cem 0,05 n H,SO,; 2. 0,2 g Phenylathy! 
alkohol, 3,0 cem 0,05 n H,SO,; 3. 0,02 g NH,HCO, + 0,2 g Phenylathy! 
alkohol, abziiglich des zugesetzten NH,, 3,1 cem 0,05 n H,SO,,. 


1 Diese Zeitschr. 273, 381, 1934. Statt ,,H. Schindler** muBte es heiben 


a. Schindler. 
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Somit ist festgestellt, daB das Gleichgewicht, wenn es trotzdem 
us solehes gelten darf, ein cinseitiges ist. Es kann nur von seiten der 
\minosdure, nicht aber von seiten der Hydrolysenprodukte erreicht 
werden !. 

Die Massenwirkung. 

Man versetzt die Lésung des Phenylalanins gleich bei der Einwage 
mit den Hydrolysenprodukten in solcher Menge, daB das Gleichgewicht 
fur SO° nahezu eingestellt ist. Dann wird im verschlossenen Gefab 
luftfrei bei 80° wahrend 75 Stunden erhitzt und der Ammoniaktiter 
yemessen. Haben die Reaktionsprodukte keine dynamische Gegen- 
wirkung ausgeiubt, so ist ein solcher Zuwachs zu erwarten, wie er aus dem 
zusatzfreien Versuch bekannt ist. Andernfalls darf nur ein ganz gering- 
fiigiger Zuwachs erfolgen. 

Tabelle I. 





Phenylalanin 60,5 . 10-5 Mol/Liter | 60,5. 10-5 Mol/Liter 
Phenylathylalkohol | 50 . 10-5 = 0 a 
Ammonium bicar- 

bonat 50 =. 10-5 a 0 J 


Einwage Zuwachs 


Endtiter auf 100 eem cem 0,05 n Ho SO, ecm 0,05n HoSO, ecem0,05n Hy SO, 


Voue@e@e & 2. 6 ts 2, 1,6 0,6 
1,6 0,5 

1 fy 0,6 

‘ 1.6 03 


ee ea a ; 1,62 0,5 


s 


Nach Ausweis der Tabelle I haben wir erreicht, da die Dissoziation 
im Mittel um drei Viertel zuriickgedrangt worden ist. Der verbleibende 
kleine Zuwachs erhéht die Gleichgewichtskonstante auf das Doppelte des 
friiher bestimmten Mittelwertes von A gy = 2,5. 10-*. Diese Abweichung 


iibersteigt nur wenig die Fehlergrenze, so daB es berechtigt erscheint, die 
fiir ein thermodynamisches Gleichgewicht zu stellende Forderung von 
der Massenwirkung der Reaktionsprodukte als erfiillt zu bezeichnen. 


kten 

iden Das kleine Hinausgreifen itiber das Gleichgewicht ist wahrscheinlich 
- nur scheinbar, wofiir wir folgenden Grund haben: 

wae 


Die Zusatzversuche ergeben im Mittel einen Zuwachs von 0,5 cem 
0,05n H,SO,y. Nun betrigt die Ungenauigkeit der Titration bereits die 
Halfte dieses Betrages. Der Rest findet wahrscheinlich seine Erklarung in 
einer hier auftretenden Triibung, die, wie weiter unten gezeigt wird, aus 
polymerisiertem Phenylacetaldehyd besteht, fiir welchen an der wirksamen, 
in die Massenwirkungsformel eingehenden Konzentration des Pheny!l- 
ithylalkohols ein entsprechender Abzug zu machen ware (den wir bei 
spiteren Versuchen weiter unten auch anbringen werden). 

1 Uber den Begriff des einseitigen Gleichgewichts vgl. E. Baur, Helv. 
17, 504, 1934. 
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Die Geschwindigkeit. 

Fir die Gehalte 0,5 -- 1,0 — 10 — 20 g/Liter Phenylalanin werd: 
volistindige Zeitumsatzkurven aufgenommen, indem jeweils nach 
passenden Zeiten aus den Versuchsflaschen 100 ccm entnommen unc! 
titriert werden. Es zeigt sich, daB die Geschwindigkeit innerhalb de 
Versuchsgenauigkeit der Gleichung der ersten Ordnung gehorcht, namlic/, 

dx 


7 k [(a-— x) &] 


oder integriert 
0.43 k 
Es bedeutet: a die Anfangsmenge des Phenylalanins, x die zur Zeit 


t umgesetzte Menge und & die beim Gleichgewicht iibrige Menge. Als 
Generalmittel fiir * erhielten wir k = 0,019. Wir haben nun_ nach 


(a — &) {1 - 


10° . OAR 


zuriickgerechnet und stellen gemessene und berechnete Werte in 
Tabelle IL gegeniiber?. 
Tabelle II. 





x-Werte x-Werte 


Kinwage Zeit t Zur Zeit t umgesetzte Einwage Zeit t Zur Zeit t umgesetzt 
Mol/Liter F Menge Phenylalanin in] Mol/Liter . Menge Phenylalanin 
.10-5 Mol/Liter . 10-4 . 10-5 Mol/Liter . 10 


Std. gemessen berechnet Std. gemessen _ berechnet 


24 15,2 18.0 6 050 15 33,3 34,3 
48 24, 24,0 40 53,2 59,2 
71 ye 26,2 60 64,1 66.4 
, , 85 66.5 70.0 
( 0 = pet 
29 97" 23.) 100 71,4 70,7 
46 30,2 83,1 12 100 20 48.8 55.1 
70 37, 36,6 48 56,8 80.8 
92 38,1 37,3 72 91,9 88,2 





Die Ubereinstimmung ist mit wenigen Ausnahmen befriedigend 
Die Giltigkeit der I. Ordnung bedeutet, daB eine kinetische Gegen- 
wirkung der Reaktionsprodukte nicht sichtbar wird, in Ubereinstimmung 
mit der Einseitigkeit der Gleichgewichtseinstellung?. Wir haben nun 
dieselbe Untersuchung durchgefiihrt fiir die Aminolyse mit dem Koch 

' KurvenmaBige Darstellung siehe in der Dissertation von G. Schindl: 
Ziirich 1935. — * Ein entsprechender Befund wurde von K. Wunde) 
friher beim Alanin erhalten, dort im heterogenen System (mit Kohl 
Val. Zeitschr. f. physik. Chem. 112, 175, 1924; HE. Baur, ebenda 112, 199, 
1924. 
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saft. Hierdurch wird die Dissoziationsgrenze hinausgeschoben!: die 
Frage war, ob die Geschwindigkeitskonstante erhalten bleibt oder mit 
vergréBert wird. 

Phenylalanin wird statt in Wasser im Kochsaft aufgelést. Uber die 
Herstellung und die Zusammensetzung des Kochsafts vgl. unsere friihere 
Abhandlung*. Die Gehalte des Phenylalanins und die Durchfiihrung dei 
Versuche wie oben. 

Mit Auslassung weniger zweifelhafter Einzelwerte fiir / finden wir 
als Generalmittel *& 0,019 iibereinstimmend mit der Geschwindig- 
keitskonstante im kochsaft-freien Versuch. 


Tabelle III zeigt die Gegeniiberstellung der gemessenen und be- 

7 pa ° > > Cait se P is a “s . 7% * 
rechneten Umsatze im Kochsaft. Fiir die 1 °,ige L6sung laBt die Uberein- 
stimmung — offenbar zufallig — zu wiinschen iibrig. Sonst darf sie woh! 


als geniigend bezeichnet werden. 


Tabelle LIL. 





x-Werte c-Werte 


Einwage Zur Zeit t umgesetzte Einwage Zur Zeit t umgesetzte 
Mol/Liter Menge Phenylalanin in Mol Liter Menge Phenylalanin in 
. 10-5 Mol/Liter . 10-5 10-5 Mol/Liter . 10-: 


gemessen _ berechnet Std. gemessen berechnet 


14.5 17,2 6 050 6 53,3 37,6 
36,4 43,6 20 121,0 94,9 
60,0 64,6 23 136.1 104 
72,8 69,8 44 153,7 140 
74,9 73,3 69 163,4 155 


36.2 21.8 12 100 6 48.4 39,0 
63.0 60,8 20 96.8 98.3 
79,9 82,3 41 121.1 140.6 
94,4 93,1 64 145.2 159,0 
98,0 96,0 90 169.4 166 





Das Ergebnis ist, daB der Kochsaft die spezifische Geschwindigkeit 
nicht beeinfluBt. Der EinfluB des Kochsaftes ist nur ein gleichgewichts- 


verschiebender. Trotzdem darf man die Wirkung des Kochsaftes 
fermentartig nennen ; denn es ist sehr méglich, daB manche echte Ferment- 
reaktion gerade durch eine Gleichgewichtsverschiebung hervorgebracht 
oder eingeleitet wird. 


Das Gleichgewicht bei 110°. 


Wenn der Endzustand bei 80° ein wahres Gleichgewicht ist, so mub 
dieses einen mit der Warmeténung vertraglichen Temperaturgang haben. 


1 A.a.O. S. 386. — * A.a.O. S. 381. 
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Daher haben wir das Gleichgewicht noch bei einer zweiten Temperatu 
bestimmt und wahliten 110°. Zunachst war die Einstellgeschwindigkeit 
festzustellen, wortiber Abb. | unterrichtet. 


Es ist aus ihr zu entnehmen, daB die Halbwertzeit bei 110° 8 Stunde: 
betragt gegen 15 Stunden bei 80°, wie aus den Daten des vorigen Ab 
schnitts zu ersehen. Dies ist ein verhaltnismaBig kleiner Temperatu 
koeffizient. Nach 70 Stunden gelangt die Aminolyse vollkommen zum 
Stillstand und andert sich nicht mehr in weiteren 40 Stunden. Nu 
tritt aber bei 110° eine Komplikation mehr hervor, die zwar auch schon 
bei 80° zu bemerken ist, dort aber in bescheidenen Grenzen bleibt. Es 
handelt sich um eine milchige Triitbung 
anwachsend mit héherer Dissoziation 
also im Kochsaft erst recht auffallend 
Immer wenn die Triibung auftritt, be 
kommt man Aldehydreaktion. Es kann 
dies kein anderer Aldehyd sein, als 
der leicht einer Verharzung unte1 
liegende Phenylacetaldehyd;: die Trii 





Umsatz in Yo NH, der Einwoage 
ee 


Ss 


FSM Wt bung zeugt davon, daB der Aldehyd 
Abb. 1. bereits in verharztem Zustand vorliegt 
Da stets fiir ausreichende Entliiftung 

gesorgt wurde, deren Wirksamkeit vielfach kontrolliert ist und auch 
nach den Arbeiten von AK. Wunderly! feststeht, so kann der Aldehyd nur 


durch einen inneren Redoxvorgang entstanden sein, dessen Wasserstoff- 
aquivalent Phenylalanin reduzieren miBte, z. B. zu Phenylpropionsaure 
doch sind die Mengen zu gering, um analytisch greifbar zu sein. 


Bei 80° und niedrigen Gehalten geben die Aminolysate kein: 
teaktion auf Aldehyd. Wir haben uns tiberzeugt, daB in diesem Fall: 
die Ammoniaktitration stéchiometrisch auf die  interferometrisch 
Bestimmung des Phenylathylalkohols stimmt, daB also unsere frithere 
Konstantenberechnung? mit (Alk.) (NH,) richtig ist. Nicht da 
gegen ware dies der Fall, wenn die Triibung starker hervortritt. Dann 
muB auBer der Ammoniaktitration noch eine gesonderte Bestimmung 
des Phenylathylalkohols gemacht werden. Diese haben wir interfero 
metrisch wie folgt ausgefiihrt: 

Das Aminolysat wird mit H,SO, angeséiuert und destilliert. Man 
destilliert die Hauptmenge der Lésung bis zu breiiger Eindickung des Riick 
standes. Im Destillat befindet sich der Phenylithylalkohol® frei vor 


' Helv. 15, 721, 1932. — ? A.a.O. 8. 385. — % Nach Mitteilung voi 
Herrn Prof. £. Winterstein ist in seinem Institut durch Destillation vor 
Phenylalanin mit Kohle der Phenylathylalkohol in Substanz abgeschiede: 


worden. 
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\ldehyd, auch frei von CO, oder NH,. Dagegen enthalt das Destillat eine 
cleine Menge Phenylalanin, die durch Abdampfen zu bestimmen ist. Das 
Destillat wird auf seinen Gehalt an Alkohol durch Messung mit dem Inter- 
erometer fiir Fliissigkeiten von Zeiss bestimmt. Fiir einen etwaigen Gehalt 
n Phenylaianin ist zu korrigieren. Ablesegenauigkeit: 5 Skalenteile der 
MeBtrommel, entsprechend 0,02°/5, Gehalt. 

Die interferometrische Bestimmung des Alkohols ergab, dais bei 110° 
im Gleichgewicht bis zu zwei Drittel des aus dem Ammoniaktiter berechneten 
Alkohols in verharzten Aldehyd iibergegangen sind. 


Zur Auswertung der Gleichgewichtskonstanten fiir 110° muB noch im 
\minolysat py bestimmt werden, was mit Indikatoren geschah. Die Kenntnis 
des px ist nétig, um die Konzentration HCO‘, auszuwerten. Hierzu bediirfen 
wir der erststufigen Dissozietionskonstanten der Kohlensiéure fiir 110°, 
Wir haben dieselbe aus den friiher? fiir 18, 50 und 80° benutzten Werten 
abgeleitet zu KH,CO3 5,9. 1077, Die stéchiometrische Beziehung (HCO, ) 


(CO,) = (NH + muBten wir leider beibehalten, obwohl sie wahrscheinlich 
nicht zutrifft. Wenn namlich, wie zu vermuten, fiir den Phenylacetaldehyd 
eine aquivalente Menge phenylpropionsaures Ammonium vorhanden sein 
sollte, so setzen wir fiir (HCO%) einen zu hohen Wert ein (vielleicht um das 
Doppelte zu hoch). Im selben Verhaltnis werden die Gleichgewichts- 
konstanten zu hoch. Da uns aber eine direkte analytische Bestimmung 
abgeht, so sind wir bei der obigen nur roh zutreffenden st6échiometrischen 


Beziehung stehengeblieben. 


Tabelle LV. 





Konzentrationen 
Mole . 105 k . 109 


4 


auf 100 cem 


Einwage 


(NH,) (AlkK.) (HC OS) 


(Phen.) 


der Einwage 


Umsatz in %/, 


0,05 n H,SO 


303 O8 13, é 24 
605 1,1 1 6,6 55 39,3 
39,3 
6 050 f 49 82, 
53,7 92, 
12 100 7. 38,3 106 3.9 | 
41.7 115, 5,0 | 
Mittel: 9,8 
Die Tabelle LV enthalt die Bestimmungen des Gleichgewichts bei 110° 
und deren rechnerische Ableitungen nach dem vorstehend geschilderten 
Verfahren. Der Mittelwert der Konstanten ist 
(N Hj) (Alk.) (HCO,) 
(Phen.) 


Kus = Ys .19° 
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Vergleicht man diesen Wert mit demjenigen, den wir fiir 80° fanden 
so zeigt sich ein starker Temperaturgang. Wahrscheinlich ist abi 
unser Ay,9 zu hoch. Zunachst ist zu sagen, dab die Konstante fiir 2' 
Kinwage (Ay 19 4,.5.10°%) das gréBere Gewicht verdient, also de 
Wahrheit naher kommen dirfte, als das Mittel. Sodann haben wir, wi 
oben angedeutet, die Konzentration (HCO) wahrscheinlich zu hoc! 
angesetzt, etwa um das Doppelte, so daB die Werte von K,,9 in Wahrheit 
nur etwa halb so groB herauskommen wiirden. Endlich lehrt der Ver 
gleich der Urwerte (Titer cem 0,05 n H,SQO,) in Tabelle IV mit unsere 
friiheren Tabelle IL*, wie geringfiigige Titeranderungen (der Gan 


bei 80° geht von 0,5 auf 2,0; der bei 110° von 0,8 auf 2,5) sich im 


Konstantenwert stark iibersetzt auswirken, so daB schon der geringst: 
systematische Fehler in der Titration die Konstante stark falscht 
Schatzungsweise diirfte der wirkliche Wert von Ay,9 eher unte: 
4.10°° liegen. 


Mit den gefundenen Konstantenmitteln fiir 80° und 110° wiird: 
die Warmeténung der ,,alkoholischen Garung des Phenylalanins“ nac! 
der vant Hoffschen Gleichung sich ergeben zu: 

30 .q 


log 9.8 — log 2. ) 12,2 Cal. 
383.353) ! 


Die Wiarmeténung. 
Die soeben aus dynamischen Daten berechnete Warmeténung 
miissen wir vergleichen mit derjenigen, die wir aus kalorimetrischen 
Daten berechnen kénnen. 


Beide Wege sollten zu einem iibereinstimmenden Ergebnis fiihren., 
welches der starkste Beweis dafiir ware, daB ein einseitiges Gleichgewicht 
mit Recht als ein thermodynamisches zu betrachten ist. Es ist erst einma! 
gelungen, eine solehe Probe bei einem einseitigen Gleichgewicht durch 
zufiihren, namlich in der Arbeit von Hirsbrunner® iiber die thermisch: 
Dissoziation gasf6rmiger Salicylsiure. Die Schwierigkeit besteht gleicher- 
weise darin, sowohl die Warmet6nungen, wie auch die Gleichgewichts 
verschiebungen mit der erforderlichen Genauigkeit zu bekommen. 


Wir stellen zunachst samtliche benétigten kalorimetrischen Date: 
zusammen. 


' Ala. O. 8.385. Der bisher giiltige Wert KH, C0; 3,5.107° ist 


neuerdings von A. Maelnnes u. Belcher (J. Amer. chem. Soc. 55, 2630, 1933 


auf 4,5 . 1077 heraufgesetzt worden. Wir muBten davon absehen, den neuer 
Wert in die Rechnung einzufiihren, wegen Unvertraglichkeit mit der Neutra 
lisationswarme des Ammoniumbicarbonats. Vgl. iibrigens Yrj6 Kaul 
u. Carlberg, Zeitschr. ft. physik. Chem. A, 173, 141, 1935. — ? A. a. O 
S. 385. 3 Helv. 17, 477, 1934. 
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Warmeténungen fiir konstantes Volumen: 


Verbrennungswarme von Phenylalanin (fest), Intern. Crit. 
[Oe ee ee ee ee re. eee ee L1ll Cal 
Verbrennungswarme von Phenylathylalkohol (fliissig), neu 
Oe eee ae eaeee ae ee Sen ee Ree 8 1048.8, 
Verbrennungswarme von Ammoniak (Cas), aus den 
Bildungswarmen von NH, und H,O nach G. Becker 
und W.A. Roth'. Ruts wae Us 
LOsungswarme des Ammoniaks, Berthelot. ao a8 
Losungswarme der Kohlensaiure, Berthelot, Petit, 1889 
Neutralisation der gelésten Kohlensaure mit geléstem 
Ammoniak. ... . 
Berechnet aus: 
lonisationswarme des Wassers . ae eS ae ene ee 
Elektrolytische Dissoziation des Ammoniaks, Lundén, 
1908 rs PSL ELE Pu ee Mave (gee meager ker os 
Elektrolytische Dissoziation erster Stufe der gelésten 
Bonmensnure, £. Baur? ... 2 si ee i ere he 1,65.., 
Losungswarme des Phenylalanins, neu bestimmt . . . 3.8 
Losungswarme des Phenylatliylalkohols, neu bestimmt . 1,9 


Das von uns verwendete Praparat von d, |-Phenylalanin von Hoffmann 
Li Roche wurde zur Kontrolle in der Materialpriifungsanstalt der E. T. H. 
auf seinen Verbrennungswert untersucht. Erhalten: 1111,6 Cal. 

Ebendaselbst ist die Verbrennungswirme des Phenylathylalkohols 
ausgefiihrt worden. Dem Direktor der kalorimetrischen Abteilung, Herrn Prof. 
Dr. P. Schldpfer, sind wir fiir sein groBes Entgegenkommen zu aufrichtigstem 
Dank verpflichtet. 

Zur Verbrennung diente eine frisch destillierte Fraktion eines Pra- 
parats von Schering-Kahlbaum. Die Fraktion war durch folgende Konstanten 
charakterisiert: Siedepunkt bei 14 mm Hg: unser Praparat 106°, Literatur- 
wert 105°; Dichte 20°: unser Praparat 1,03, Literaturwert 1,033; Brechungs- 
vermogen (Abbés Refraktometer): unser Praparat 1,529, Literaturwert 1.526. 

Die getundene Verbrennungswarme von 8588 cal /g 1048,8 Cal/ Mol 
ist das Mittel von vier Bestimmungen, deren zwei am weitesten auseinander- 
liegende Werte sich um 10 cal/g unterscheiden. Die Genauigkeit betragt 
elso wenigstens I Cal) Mol. Trotzdem kénnte dieser Wert noch auf mehr als 
| Cal/Mol unsicher sein, da der Alkohol in der Verbrennungsbombe unter 
Sauerstoffdruck stehend schon vor der Ziindung eine Spur Phenylacetaldehyd 
bilden kénnte, die den Verbrennungswert stark erniedrigend beeinflussen 
wiirde. 

Die Lésungswarmen des Phenylithylalkohols und des Phenylalanins 
haben wir aus ihren Léslichkeiten bei zwei Temperaturen berechnet nach 
dem Ausdruck : 


log C*; log C, 


Zur Bestimmung der Loslichkeit des Phenylathylalkohols wurde eine 
Reihe von Mischungen dieses Alkohols mit Wasser hergestellt und die 


' Zeitschr. f. Elektrochem. 40, 836, 1934. — 2 Zeitschr. f. physik. 
Chem., Bodenstein-Festband, S. 171, 1931. 
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einzelnen Glieder der Reihe zunaéchst rein visuell in homogene und heter 
gene geschieden. Verscharft wird diese Bestimmung der Sattigungsgrenz 
durch Beobachtung der Triibung im kondensierten Bogenlicht (7 ynda 
Effekt). Es wird bei Uberschreitung der Sattigungsgrenze ein deutlich: 
Sprung im Triibungsgrad beobachtet. Ein Wasserthermostat dient zi 
EKinhaltung der Temperatur. Die Bestimmungen ergaben: 
Loéslichkeit des Phenylathylalkohols bei 18° = 0,103 g/100 cem 
oe , 50° 0,145 2/100 eem 
Die Léslichkeit des Phenylalanins wurde gravimetrisch durch Ev 
dampfen der gesattigten Lésung bestimmt: 
Léslichkeit des Phenylalanins bei 22° 1,220 g/100 cem 
50° 2,083 2/100 


Auf Grund der angefiihrten Warmeténungen bekommen wii 

CsH,CH,CHNH,COOH + 2H,0 
gelist C,H,CH,CH,OH + NH; + HCO} + 1,9Ca 

gelést 
Dieser Wert von 1,9 Cal erscheint wahrscheinlicher, als de: 
durch die dynamische Warmeténung angezeigte. Im Vergleich mit der 
alkoholischen Garung des Alanins, die eine nur kleine Warmeténung hat 
ist auch bei der alkoholischen Garung des Phenylalanins ein verhaltnis- 
maBig kleiner Wert zu erwarten. Es zeigt sich also, daB der dynamische 
vom kalorimetrischen Werte bedeutend abweicht, rund 2 gegen rund 
12 Cal. Cbereinstimmung besteht nur dem Vorzeichen nach. Indessen 
mu wohl beriicksichtigt werden, daB die kalorimetrische Zahl auf sehr 
indirektem Wege erhalten wird. Wenn z. B. fiir die Verbrennungswarme 
des Ammoniaks der bis vor kurzem giiltige Wert von 91,2 Cal ein- 
gesetzt wird, so erhéht sich die kalorimetrische SchluBzahl fast um 1 Cal. 
Die Benutzung des Berthelotschen Wertes fiir die Neutralisationswarme 
von Ammoniak mit Kohlenséure von 9,73 Cal*® an Stelle des von uns 
eingesetzten Wertes von 10,6 Cal wiirde die SchluBzahl nochmals um 
rund 1 Cal erhéhen. DaB die Fehlergrenze der Bestimmung der Ver 
brennungswarme des Phenylathylalkohols bereits 1 Cal betragt, ist 
oben vermerkt, ebenso, daB die Unsicherheit der Definition des Pra 
parats vielleicht 1 Cal betragen kann und zwar ohne Frage im Sinne 
einer Erhéhung des wahren Verbrennungswertes und damit auch des 
SchluBwertes. Alles zusammengenommen méchte der Spielraum fiir dic 
wahre kalorimetrische Warmeténung bis auf — 5 Cal auszudehnen sein 
Auf der anderen Seite kann, wie schon oben erértert, der dynamische 
Wert um das Doppelte zu hoch sein. Wiirden wir mit Kj.) = 4,5. 10° 
rechnen, wofiir wir Griinde anfiihren kénnten, so ginge die dynamische 


Warmeténung auf — 5 Cal zuriick. 


' E. Baur, Uber die Aminolyse des Alanins, Zeitschr. f. physik. Chem 
Bodenstein-Festband, 8. 170, 1931. — * Berthelot, Ann. chim. phys. (5) 4. 
111, 1875. 





der 
der 
at!, 
nis- 
sche 
und 
ssen 
sehr 
rme 
eln- 
Cal. 
rme 
uns 
um 
Ver 
ist 
Pra 
inne 
des 
ie 
ein 
sche 
lo? 


sche 


Uber die Hydrolyse des Phenylalanins. 247 


Aus dieser Diskussion ersieht man, daB die experimentellen Grund- 


° ° » . . . +o oe 
lagen eine numerische Ubereinstimmung nicht verbirgen kénnen. 


und daB anderseits die auf dem kalorimetrischen und auf dem dynami- 
<chen Wege erzielten Werte doch nicht miteinander unvertraglich zu 
sein brauchen. Schon eine Ubereinstimmung in den méglichen Grenzen 
darf aber als Stiitze fiir den thermodynamischen Charakter des be- 
handelten Gleichgewichts gelten. 


Die ,,Fermentwirkung“ bei 110°. 

Wir hatten in unserer ersten Arbeit! gefunden, daB der Kochsaft 
eine Kondensation des Phenylathylalkohols bewirke. Wirklich handelt 
es sich auch um die Kondensation des aus ihm hervorgegangenen Phenyl- 
acctaldehyds. Diese Kondensation hatten wir mit einigem Erfolg als 
Adsorption an den Ionen des Kochsafts behandelt. Es war nachzusehen, 
ob diese Betrachtung Stich halt fiir die héhere Arbeitstemperatur 
von 110°. 

Die Art der Berechnung erfolgt wie friiher. Man wertet mit Hilfe 
der Gleichgewichtskonstante K,,,) = 9,8.10-% im Aminolysat des 
unverdiinnten und verdiinnten Kochsafts den Betrag des ,,freien‘* und 
des ,,gebundenen* Phenylathylalkohols aus und setzt die Konzentrationc 
des freien Alkohols zu der auf die Fermenteinheit gebundenen (kom- 
plexen) Alkoholmenge a in Beziehung. Wie die folgende Tabelle V 
und die zugehérige Abb. 2 zeigen, ist der funktionelle Zusammenhang 
von Adsorbat a und Lésungskonzentration ¢ ganz aihnlich dem bei 80° 
gefundenen. 


Tabelle V. 





Konzentrationen 
Mole. 10-4 


Einwage 


“m 


Alk 
Komplex 


NH, | HCO, 


der Einwage 


Mol/Liter 
105 
Titer cem 
0,05 n H, SO, 
Aminolysat 
Umsatz in J 


auf 100 


90 53 
125 74 
200 130 
240 | 181 
170 127 
150 107 
130 91 
110 77 

90 63 

70 49 


303 
605 
6 050 
12 100 
6 050 
6 050 
6 050 
605 
605 
605 
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Kine Langmuirsche Adsorptionsgleichung mit den durch graphischen 
Ausgleich gewonnenen Koeffizienten 
25 ¢c 


a 
1 + 0.08 ¢ 


stellt die Messungen ziemlich befriedigend dar. Im Hinblick auf die 
grobe Fehlerauswirkung durch die Verdiinnung des Ferments ist die 
Anschmiegung der MeBpunkte im allge- 
meinen genitigend, eher besser als bei S0°, 
Nur die beiden mit Kreuzen bezeichneten, 
1 


zur Fermentverdiinnung gehorigen 


m | 

__.._..}  Punkte fallen starker heraus, offenbar 
eres durch die Fehleriibersetzung verfalscht. 
/ | | Die Versuche sind also geeignet, die oben 
+--+ 4  gegebene Deutung tiber die vom Ferment 
| ausgeiibte Verschiebung des  Gleichge- 

| wichts entschieden zu unterstiitzen. 

| Zusammenfassung. 

| 
| 


1. Die Untersuchung der Aminolyse 
bei 110° bestatigt die friiheren Befunde bei 
80°. Das Gleichgewicht gehorcht dem 





C—* 


Massenwirkungsgesetz; die Geschwindig- 
keit der ersten Ordnung. Das Gleich- 
gewicht ist einseitig. 
2. Der Kochsaft verschiebt das Gleichgewicht bei 110° in gleicher 
Weise wie friher bei 80° gefunden wurde. 

3. Aus der Verschiebung des Gleichgewichts mit der Temperatur 
wird die Warmeténung der Aminolyse abgeleitet und mit der kalori- 


x ‘ wes ix ° —- . . % . 

metrischen Warmeténung verglichen. Eine quantitative Uhberein- 
stimmung konnte nicht erzielt werden. Immerhin befindet sich der 
Temperaturgang des Gleichgewichts in qualitativem Kinklang mit der 


kalorimetrischen Warmeténung. 
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